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[NTRODUCCI ON:

La p r o d u c c i ó n  de p r o t e a s a s  e x t r a c e l u l a r e s  p o r  m i c r o ­

o r g a n i s m o s  es  c o n o c i d a  des de  hace  t i e mp o ;  y en un p r i n c i p i o ,  e s a  

c a p a c i d a d  f u e  u t i l i z a d a  como un mé t o d o  de i d e n t i f i c a c i ó n  de e s p e ­

c í e s  m i c r o b i a n a s  . Pa r a  l a a p l i c a c i ó n  i n d u s t r i a l  de p r o t e a s a s  

se r e c u r r i ó  i n i c i a l m e n t e  a p r e p a r a d o s  e n z i m á t i c o s ,  en su m a y o r f a  

p r o v e n i e n t e s  de tej  i dos  a n i m a l e s  y v e g e t a  l e s  . El  g r a n  i n c r e ­

ment o  en la demanda  de e s t a s  e n z i ma s  se p r o d u j o  a p a r t i r  d e l  año  

1 9 6 0  como c o n s e c u e n c i a  de s u  a p l i c a c i ó n  como a d i t i v o  en l o s  d e t e r ­

g e n t e s  u t i l i z a d o s  a n i v e l  i n d u s t r i a l  y d o m é s t i c o .  E l  é x i t o  l o g r a d o  

po r  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de e n z i ma s  a d e t e r g e n t e s  se a l c a n z ó  c u a n d o

se e n c o n t r a r o n  e n z i ma s  m i c r o b i a n a s ,  f u n d a m e n t a l m e n t e  l a s  p r o d u c i -
(9)das  p o r  b a c t e r i a s  del  g e n e r o  B a c i l l u s  , que r e u n í a n  c i e r t a s  

p r o p i e d a d e s  como g r a n  e s t a b i l i d a d  en e l  r a n g o  de pH y t e m p e r a t u r a  

de a p l i c a c i ó n  de d i c h o s  p r e p a r a d o s  y e l e v a d a  a c t i v i d a d  en p r e s e n ­

c i a  de l o s  c o mp o n e n t e s  de l o s  d e t e r g e n t e s ,  a l g u n o s  de l o s  c u a l e s  

p r e s e n t a n  una m a r c a d a  i n h i b i c i ó n  s o b r e  c i e r t a s  p r o t e a s a s .  Es i m­

p o r t a n t e  t a mb i é n  c o n s i d e r a r  l a  e f e c t i v i d a d  y c a p a c i d a d  p a r a  e l i m i ­

na r  ma nc ha s  a b a j a s  c o n c e n t r a c i o n e s ,  y la p o s i b i l i d a d  de t e n e r  

b a j o s  c o s t o s  de p r o d u c c i ó n  con r e s p e c t o  a l o s  mé t o d o s  c l á s i c o s  de 

o b t e n c i ó n  a p a r t i r  de c é l u l a s  a n i m a l e s  y v e g e t a l e s .

La g r a n  demanda c o m e r c i a l  de e s t a s  e n z i m a s  c o n d u j o  a un r á p i d o  

d e s a r r o l l o  s o b r e  t odo  de la p r o d u c c i ó n  en g r a n  e s c a l a ,  e s t e  i n c e n ­

t i v o  t uvo una r á p i d a  r e s p u e s t a  en l o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  s o b r e  

l os  d i f e r e n t e s  a s p e c t o s  b i o te cno l óg  i eos  que h a c e n  a l a  p r o d u c c i ó n  

de e s t a s  e n z i m a s  como lo d e m u e s t r a n  l o s  n u me r o s o s  t r a b a j o s  a p a r e ­

c i d o s  d e s p u é s  de 1960.  S i  b i e n  la b i b l i o g r a f f a  e s  muy a b u n d a n t e  

en l o  que s e  r e f i e r e  a mé t o d o s  de a i s l a m i e n t o ,  s e l e c c i ó n  de c e p a s  

p r o d u c t o r a s ,  y e s t u d i o s  de l a s  p r o p i e d a d e s  de l a s  d i f e r e n t e s  e n z i m a s  

p r o d u c i d a s  po r  mi cr  o o r g a n i  smos  ^  ^   ̂ ^  ^  , no se e n c u e n t r a

mucha i n f o r m a c i ó n  s o b r e  l a  c o m p o s i c i ó n  de me d i o s  de c u l t i v o  y l a s  

c o n d i c i o n e s  t e c n o l ó g i c a s  de p r o c e s o  de o b t e n c i ó n  de d i c h a s  e n z i m a s .

En b a s e  a l a s  c o n s i d e r a c i o n e s  a n t e r i o r e s  se p r o g r a m a r o n  e s t u ­

d i o s  s o b r e  l a  i n f l u e n c i a  de l o s  n u t r i e n t e s  de l  me d i o  de c u l t i v o  y 

v a r i a b l e s  de o p e r a c i ó n  s o b r e  l a  p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a ,  con e l  f i n  

de e s t a b l e c e r  l a s  c o n d i c i o n e s  de o p t i m i z a c i ó n  de p r o c e s o .

-1 -



El  t r a b a j o  t i e n e  po r  f i n  ademas ,  c o l a b o r a r  a l  d e s a r r o l l o  de l a  

i n d u s t r i a  en n u e s t r o  p a f s  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  de p r o t e a s a s  que  

p r e s e n t a n  un a mp l i o  e s p e c t r o  de a p l i c a c i ó n  y de u t i l i z a c i ó n .

An t e s  de c o n s i d e r a r  l o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  donde se  c o n s i g ­

nan l os  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  se h a r á  r e f e r e n c i a  a l a s  p r i n c i p a ­

l es  p r o p i e d a d e s  de e s t a s  e n z i ma s  y s u s  p r i n c i p a l e s  a p l i c a c i o n e s ,  

c o n s i d e r a n d o  e s p e c i a l m e n t e  l o s  t i p o s  de e n z i ma  y l o s  m i c r o o r g a ­

n i s mo s  que l a  p r o d u c e n .

L a s  p r o t e a s a s  m i c r o b i a n a s ,  s e g ún  e l  pH ó p t i m o  p a r a  su a c t i -  

v i d a d  pueden  d i v i d i r s e  en t r e s  g r u p o s '  , a s a b e r :  p r o t e a s a s  

a c i d a s ,  p r o t e a s a s  n e u t r a s  y p r o t e a s a s  a l c a l i n a s .  Con r e s p e c t o  

a l a s  p r o t e a s a s  a l c a l i n a s ,  que s on  o b j e t o  de e s t e  t r a b a j o ,  p o d e ­

mos d e c i r  que d i c h a s  e n z i m a s  e s t á n  a mp l i a m e n t e  d i s t r i b u i d a s  e n t r e
( 9 1 9 1 8 )

h o n g o s  y b a c t e r i a s  * * y p r e s e n t a n  c a r a c t e r í s t i c a s  s i m i l a -
( 1 *0res  a l a s  e n z i ma s  t r i p s i n a  y q u i m i o t r i p s i n a  . D e n t r o  de e s t e  

g r u p o ,  l a s  e n z i ma s  más e s t u d i a d a s  c o r r e s p o n d e n  a l a s  d e n o m i n a d a s  

s u b t i  1 i s i  ñas  , por  s e r  p r o d u c i d a s  f u n d a m e n t a l m e n t e  p o r  una  d i v e r ­

s i d a d  de c epa s  de B a c i l l u s  s u b t í l i s  y e s p e c i e s  r e l a c i o n a d a s .

La n o m e n c l a t u r a  de e s t a s  e n z i m a s  ha s i d o  m o d i f i c a d a  en v a r i a s  

o p o r t u n i d a d e s ,  l o  c u a l  ha c a u s a d o  no p o c a  c o n f u s i ó n .

Si  t enemos  en c u e n t a  l a n o m e n c l a t u r a  p r o p u e s t a  p o r  l a  C o m i ­

s i ó n  de E n z i m a s ,  l a s  p r o t e a s a s  a l c a l i n a s  p e r t e n e c e n  a l a  c a t e g o r í a  

E. C. - 3. J». *».  16 , con e l  nombre de f a n t a s f a  de s u b t i  lo p e p t i d a s a  A.

Por  o t r o  l a d o ,  l a  n o m e n c l a t u r a  p r o p u e s t a  p o r  E . L . S mi t h  p a r a  

e s t e  g r u p o  de e n z i m a s  denomi  na s u b t i  l i s i n a  C a r l s b e r g  a l a  p r i m e r a  

s u b t i  l i s i  na a i s l a d a ;  a l a  e n z i ma  d e s c r i p t a  p o r  H a g i h a r a ,  l a  d e n o ­

mi na  s u b t i l i s i n a  BPN,  y a l a  e n z i m a  a i s l a d a  p o r  l a  c o mp a ñ í a  NOVO,
(3 2)

s u b t i l i s i n a  Novo  .

Keay  y Mose r p u r i f i c a r o n  a l g u n a s  p r o t e a s a s  p r o d u c i d a s  p o r

d i f e r e n t e s  e s p e c i e s  de b a c i l o s  y l a s  c l a s i f i c a r o n  s e g ú n  su c o m p o ­

s i c i ó n  a m i n o a c i d i c a ,  a c t i v i d a d  e n z i m à t i c a ,  pH ó p t i m o  de a c t i v i d a d  

y p r o p i e d a d e s  inmuno 1ó g i  c a s . E l l o s  e n c u e n t r a n  s ó l o  dos  t i p o s  de 

p r o t e a s a s  a l  ca l i  ñas  a l a s  c u a l e s  de no m i n a n  b a c i l o p e p t i d a s a s  A y 

B. La b a c i l o p e p t i d a s a  A o s u b t i l i s i n a  A i n c l u y e  a l a  s u b t i l i s i n a  

C a r l s b e r g  y a l a s  p r o t e a s a s  a l c a l i n a s  p r o d u c i d a s  p o r  B a c i l l u s  

l i c h e n ¡ f o r m i s  y B a c i l l u s  p u m i l u s .  Las  b a c i l o p e p t i d a s a s  B o s u b t i ­

l i s i n a  B i n c l u y e n  a la s u b t i l i s i n a  Novo y p r o t e a s a s  a l c a l i n a s  d e l
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B a c i l l u s  s u b t í l i s  N . R . R . L .  3^11 ,  e n t r e  o t r o s .

Una d i f e r e n c i a  i n t e r e s a n t e  que p r e s e n t a n  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  

p r o d u c t o r e s  de e s t a s  p r o t e a s a s  a l c a l i n a s ,  es  que l a s  e s p e c i e s  de 

B a c i l l u s  s u b t í l i s  que p r o d u c e n  b a c i l o p e p t i d a s a  A no p r o d u c e n  p r o ­

t e a s a s  n e u t r a s  y ami  l a s a s  en c a n t i d a d e s  a p r e c i a b l e s .  En c a m b i o ,

l a s  e s p e c i e s  p r o d u c t o r a s  de b a c i l o p e p t i d a s a  B t a mb i é n  p r o d u c e n
(9)una p r o t e a s a  n e u t r a  y una ami l a s a  . Las  p r o t e a s a s  n e u t r a s  son  

meta 1 o e n z i ma s  y a p a r e n t e m e n t e  no e s t á n  r e l a c i o n a d a s  con l a s  

ba c i  l o p e p t i d a s a s .

Las  d i f i c u l t a d e s  que p r e s e n t a  l a  e l i m i n a c i ó n  de i mp u r e z a s  

p e p t f d i c a s  ha c o m p l i c a d o  la d e t e r m i n a c i ó n  de l a s  c o n s t a n t e s  f i s i ­

c o q u í m i c a s  de e s t a s  e n z i m a s .  No o b s t a n t e ,  l o s  v a l o r e s  de s e d i m e n ­

t a c i ó n ,  d i f u s i ó n  y v i s c o s i d a d  m u e s t r a n  que l a s  s u b t í l i s i  ñas  s o n  

m o l é c u l a s  c o m p a c t a s .  R e c i e n t e s  e s t u d i o s  c r i s t a l o g r á f i c o s  con r a y o s  

X c o n f i  rman que la m o l é c u l a  es  c a s i  e s f é r i c a ,  con un d i á m e t r o  de 

a p r o x i ma d a me n t e  42 A. El  c e n t r o  a c t i v o  de e s t a s  p r o t e a s a s  e s  e l  

r e s i d u o  s e r i n a  221 l o c a l i z a d o  en l a  s u p e r f i c i e  de l a e n z i m a .  Su 

HO se e n c u e n t r a  en una  p o s i c i ó n  t a l  que p o s i b i l i t a  l a  f o r m a c i ó n  

de l a  u n i ó n  h i d r ó g e n o  con e l  r e s t o  h i s t i d i n a  u b i c a d o  en l a  p o s i ­

c i ó n  64.  E s t a  d i s p o s i c i ó n  es  s i m i l a r  a la que p r e s e n t a  l a  p r o t e a ­

sa  p an c r ea  t i c a .

E s t a s  e n z i m a s  no son e s t a b l e s  a t o d o s  l o s  v a l o r e s  de pH,  a u n ­

que s o l u c i o n e s  c o n t e n i e n d o  e n t r e  e l  1 0  y 2 0  % de p é p t i d o s  a u t o l i -  

s a d o s  pueden  ma n t e n e r  l a  a c t i v i d a d  d u r a n t e  mucha s  h o r a s  a pH 

n e u t r o  y b a j a  t e m p e r a t u r a .  A pH b a j o s  ( 1 - 2 )  l a s  s u b t i  U s i n a s  s on  

d e s n a t u r a l  i z a d a s .  A v a l o r e s  a l t o s  de pH ( p o r  e n c i m a  de 1 1 ) ,  t i e ­

ne l u g a r  una d e s e s t a b i l i z a c i ó n  de l a  e s t r u c t u r a  de l a s  s u b t i  1 i - 

s i n as .

La d e s n a t u r a l i z a c i ó n  po r  e f e c t o  del  c a l o r  es  muy r á p i d a  p o r  

e nc i ma de 55 C. El  c o m p l e j o  e n z i m a - D F P  ( d i i s o p r o p i l f l u o r f o s f a t o )  

es más e s t a b l e  que la enz i ma  s o l a ,  l o  c u a l  i n d i c a r í a  que la a u t o -  

d i g e s t i ó n  j u e g a  un p a p e l  i m p o r t a n t e  en e l  l í m i t e  de e s t a b i l i d a d  

de e s t a  e n z i m a ,  e l  i o n  Ca m u e s t r a  un e f e c t o  e s t a b i l i z a n t e  s o b r e  

e s t a s  e n z i m a s ,  e s p e c i a l m e n t e  a v a l o r e s  de t e m p e r a t u r a  e n t r e  5 0 - 

60 C. Las  s u b t i l  i s i n a s  s o n  r e l a t i v a m e n t e  r e s i s t e n t e s  a l a  d e s n a t u ­

r a l i z a c i ó n  por  u r ea  y g u a n i d i n a  en s o l u c i ó n .

La s  s u b t i  U s i n a s  no n e c e s i t a n  de co f a c t o r e s  p a r a  m a n i f e s t a r
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su a c t i v i d a d .  T a n t o  l a s u b t i l i s i n a  C a r i s  be r g como la B P N - N o v o  s o n

i n h i b i d a s  p o r  DFP a menos  de l  \ % de su a c t i v i d a d  o r i g i n a l ,  d e b i d o
( 1 8 )

a l a  r e a c c i ó n  con e l  r e s i d u o  s e r  i na u b i c a d o  en e l  s i t i o  a c t i v o '  .

T a n t o  e l  i n d o l  como e l  f e n o l  y e l  h i d r o s  i n a ma t o  a c t ú a n  como  

i n h i b i d o r e s  c o m p e t i t i v o s  de l a s  s ub t i 1 i s i na s . O t r o s  i n h i b i d o r e s  

s on:  a c e t o n a ,  a c e t o n i t r i  1 o , c i c 1 o he xa n o n a , ci  c l o h e x a  no 1 y a l c o h o ­

l e s  a 1 i f á t i co s .

E s p e c i f i c i d a d : l a s  s u b t i l i s i n a s  pueden  h i d r o l i z a r  t a n t o  l a s

u n i o n e s  p e p t f d i c a s  como l a u n i ó n  é s t e  r y r e s u l t a n  t a mb i é n  e f e c t i ­

v a s  en r e a c c i o n e s  de t r a n s e s  t e r  i f i c a c i ó n  y t r a n s p e p t i  d a c i ó n .

A c t i v i d a d  e s t e a r á s  i ca :  l a s u b t i l i s i n a  C a r i s  ber g  es  c a p a z  de

h i d r o l i z a r  e s t e r e s  m e t f l i c o s  de á c i d o s  c a r b o x í l i c o s  a l i f á t i c o s  

s i m p l e s ,  t a mb i é n  ambas  s u b t i l i s i n a s  h i d r o l i z a n  la t r i p r o p i o n i n a ,  

tr i b u t i r i n a , t r i a ce t i na , e t c .  .

A c c i ó n  p e p t i d á s i c a :  la cadena  o x i d a d a  de l a  i n s u l i n a  ( c a d e n a  B)

es a t a c a d a  en una d i v e r s i d a d  de u n i o n e s  por  l a s  s u b t i l i s i n a s  c u a n d o
( 1 8 )

se l e s  p e r m i t e  a c t u a r  d u r a n t e  un l a r g o  t i e m p o '  . No o b s t a n t e ,  

puede c o m p r o b a r s e  que la u n i ó n  l e u ^  - t y  r ^  e s  e s c i n d i d a  mucho mas  

r á p i d a m e n t e  que c u a l q u i e r  o t r a  u n i ó n .  E s t e  e f e c t o  es  común p a r a  

ambas  s u b t i l i s i n a s .  La g r a n  s u s c e p t i b i l i d a d  de e s t a  u n i ó n  a l a  

h i d r ó l i s i s  p o r  l a s  s u b t i l i s i n a s  es  d e b i d a  a la s e c u e n c i a  de r e s i ­

duos  a m i n o á c i d o s  c o n t i g u o s  a l a  u n i ó n .  Se c o n s i d e r a  que e s t o s  r e ­

s i d u o s  de la c a d e n a  B de i n s u l i n a  se  unen  a l o s  s i t i o s  s e c u n d a ­

r i o s  de u n i ó n  de l a  e n z i m a .

PH ó p t i m o :  cuando  se u t i l i z a  como s u s t r a t o  e s t e r e s  s i n t é t i c o s ,  

l a a c t i v i d a d  de l a s  s u b t i l i s i n a s  aument a  con e l  p H . El  pH ó p t i m o

de l a s  e n z i ma s h a c i a  s u s t r a t o s  p r o t e i c o s  depende  de una  s e r i e  de 

f a c t o  re s .

El  pH ó p t i m o  se e n c u e n t r a  e n t r e  10 - 11 c u a n d o  se  u t i l i z a  c a ­

s e í n a  como s u s t r a t o ,  m i e n t r a s  que p a r a  la s u b t i l i s i n a  Novo  e l  pH 

ó p t i m o  se e n c u e n t r a  a l r e d e d o r  de 1 0 .

En l a  s i g u i e n t e  t a b l a  se c o n s i g n a n  l a s  p r i n c i p a l e s  c a r a c t e t f s -  

t i c a s  de l a s  p r o t e a s a s  m i c r o b i a n a s .
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P r o p i e d a d e s  de l a s  P r o t e a s a s

Api  i ca c i ones  :

E n t r e  l a s  p r i n c i p a l e s  a p l i c a c i o n e s  de e s t a s  e n z i m a s
(1 8 )

podemos  c i t a r  a l a  i n d u s t r i a  de l o s  d e t e r g e n t e s  ' , como y a  ha

s i d o  s e ñ a l a d o ,  la e x p a n s i ó n  e s p e c t a c u l a r  de e s t a  i n d u s t r i a  t i e n e  

su o r i g e n  en la p r o d u c c i ó n  c o m e r c i a l  de e n z i m a s  m i c r o b i a n a s ,  

c u y a s  p r o p i e d a d e s ,  f u n d a m e n t a l m e n t e  e s t a b i l i d a d  y a c t i v i d a d  en 

m e d i o s  a l c a l i n o s ,  p o s i b i l i t a r o n  su i n c o r p o r a c i ó n  a l o s  d i s t i n t o s  

p r e p a r a d o s  d e t e r g e n t e s .  La a c e p t a c i ó n  de e s t o s  p r e p a r a d o s  e n z i m a -  

t i c o s  fue sumament e  r á p i d a .  A s f  en 1 9&  ̂ l a s  v e n t a s  de e s t o s  p r o ­

d u c t o s  c o r r e s p o n d í a n  a l  10% de l  m e r c a d o  de d e t e r g e n t e ,  y en e l  año  

1 970 s o b r e p a s ó  e l  50% de l a s  v e n t a s  t o t a l e s .  La s  e s t i m a c i o n e s  a c ­

t u a l e s  c o n s i d e r a n  que e l  m e r c a d o  p a r a  e s t o s  p o l v o s  d e t e r g e n t e s
( 9)e s t a  en f r a n c a  e x p a n s i ó n  .

Las  e n z i m a s  u t i l i z a d a s  d u r a n t e  l o s  ú l t i m o s  10 a ñ o s  han  s i d o  

c a s i  t o t a l m e n t e  s u b t i l i s i n a s  p r o d u c i d a s  p o r  c e p a s  s e l e c c i o n a d a s  de 

B a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s .  y B a c i l l u s  s u b t i l  i s .

O t r a  a p l i c a c i ó n  de e s t o s  p r e p a r a d o s  e n z i m á t i  eos  f u n d a m e n t a l ­

mente i m p o r t a n t e  p a r a  n u e s t r o  p a f s ,  e s  en l a  i n d u s t r i a  de l  c u r t i d o  

de p i e l e s ^  5 » 3 1 » 9 > 1 8)  ̂ |_ a i n d u s t r i a  c u r t i d o r a  e s  en l a  a c t u a l i d a d  

una de l a s  más  c o n t a m i n a n t e s  de l o s  r e c u r s o s  n a t u r a l e s ,  p r i n c i ­

p a l m e n t e  de l o s  h 1 dr i c o s  . Por  o t r a  p a r t e ,  la m a y o r f a  de l o s  e s t a ­

b l e c i m i e n t o s  c u r t i d o r e s  en n u e s t r o  p a í s  se e n c u e n t r a n  en e l  á r e a
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m e t r o p o l i t a n a ,  que  p o r  o t r o  l a d o  es  l a  más d e n s a me n t e  p o b l a d a ,  y 

s o me t i d a  a una  e l e v a d a  p o l u c i ó n .  En d i c h a  zona  e x i s t e n  más de  

2 0 0  e s t a b l e c i m i e n t o s  r e g i s t r a d o s  d e d i c a d o s  a l  c u r t i d o  de p i e l e s  

p o r  e l  p r o c e s o  a l  c r omo,  la m a y o r í a  de e s t o s  v u e l c a n  d i r e c t a m e n ­

te sus  1 íq u i dos  ' re s i du a 1 e s a l o s  c a u c e s  de a g u a  de e s t a  zona y 

el  r e s t o  l o s d e s c a r g a  en e l  R í o  de l a P l a t a  a t r a v é s  de s u s  c o l e c ­

t o r e s .  Todos  l os  c u r s o s  de a g u a  p r ó x i m o s  a l o s  e s t a b l e c i m i e n t o s  

p r e s e n t a n  un a l t o  g r a d o  de p o l u c i ó n .  La c a r g a  o r g á n i c a  de un 

d e s a g ü e  de c u r t i e m b r e  v a r í a  e n t r e  5 5  y 1 1 5  Kg . de DBO^ p o r  t o n e ­

l a d a  de p i e l  c u r t i d a ,  l o  cua l  e q u i v a l e  a l  d e s a g ü e  de una p o b l a ­

c i ó n  co mpu e s t a  p o r  1 0 0 0  a ^ 0 0 0  h a b i t a n t e s  ( l a  c a r g a  de un l í q u i ­

do c l o a c a l  es de 5^ g de DBO^ por  h a b i t a n t e  p o r  d í a )  . R e s u l t a  

e v i d e n t e  que e s t a  a c t i v i d a d  p r o d u c e  una e l e v a d a  c o n t a m i n a c i ó n  en 

l o s  c u r s o s  de a g u a .  Una p o s i b l e  s o l u c i ó n  o a t e n u a c i ó n  de e s t e  

p r o b l e m a ,  c o n s i s t e  en r e e m p l a z a r  e l  a c t u a l  s i s t e m a  de d e p i l a d o  con  

S p o r  p r e p a r a d o s  e n z i m á t i c o s  ( p r o t e a s a s  a l c a l i n a s )  que p e r m i t e n  

e l i m i n a r  p o r  e s e  l a d o ,  e l  u s o  de S que de por  s í  c o n s t i t u y e  un 

c o n t a m i n a n t e  muy p e l i g r o s o ,  y buena p a r t e  de l a  m a t e r i a  o r g á n i c a  

a r r a s t r a d a  p o r  l o s  e f l u e n t e s ,  y a  que u t i l i z a n d o  e l  d e p i l a d o  e n z i ­

m à t i c o  el  p e l o  puede  s e r  r e c u p e r a d o  e n t e r o  y p o s t e r i o r m e n t e  c o m e r ­

c i a l i z a d o ^ ^ ;  o t r a  a p l i c a c i ó n  de e s t a s  e n z i m a s  es  en l a i n d u s t r i a  

de l a  p a n i f i c a c i ó n ,  donde l a s  p r o t e a s a s  de B a c i l l u s  son u s a d a s  en 

l a m a n u f a c t u r a  de b i z c o c h o s  p a r a  p r o v e e r  h a r i n a  con un c o n t e n i d o  

s u f i c i e n t e m e n t e  b a j o  de p r o t e í n a ,  y a s í  h a c e r  l a  ma s a  más  t r a b a -

j a b l e ,  menos  e l á s t i c a ,  y p r o p o r c i o n a r  t a mb i é n  u n i f o r m i d a d  y m e j o -
( 1 9)r a m i e n t o  de aroma y s a b o r  * . La c a n t i d a d  de e n z i m a  r e q u e r i d a

es p e q u e ñ a  y d e pende  de l a  c a n t i d a d  y c a l i d a d  de p r o  t e í n a  en la 

h a r i na .

La i n d u s t r i a  de la c e r v e z a  u t i l i z a  e s t a s  e n z i m a s  o c a s i o n a l ­

mente en l a  f a b r i c a c i ó n  de a z u c a r e s  de m a l t a  de t i p o  de r e e m p l a z o ,  

pues  a v e c e s  es n e c e s a r i o  a g r e g a r  una p r o t e a s a  p a r a  c o n s e g u i  r l a  

s u f i c i e n t e  d e g r a d a c i ó n  de p r o t e i n a .  El  mi s mo  a g r e g a d o  puede  s e r  

n e c e s a r i o  en e l  " m a s h i n g "  c o n v e n c i o n a l  s i  se  u s a  un g r a n  p o r c e n ­

t a j e  de a d i t a m e n t o  y b a j o  n i v e l  de m a l t a .  Nu e v a me n t e  l a s  p r o t e a s a s  

de o r i g e n  b a c i l a r  han s i d o  h a l l a d a s  a d e c u a d a s  p a r a  e s t a  a p l i c a ­

c i ó n .  La c o n c e n t r a c i ó n  de e n z i  ma s r e q u e r i d a  depende  de una v a r i e -  

dad de f a c t o r e s .  T a mb i én  s e  u t i l i z a n  e s t a s  e n z i m a s  p a r a  p r e v e n i r
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el  d e s a r r o l l o  de o p a l e s c e n c i a  en c e r v e z a s  l i g e r a s ,  a g r e g á n d o l a s

d u r a n t e  l a s  o p e r a c i o n e s  f i n a l e s  de su m a n u f a c t u r a  e v i t a n d o  de
(i q)

e s t a  manera el  "Ch i 1 1 p r oo f "  v de e s t a s  b e b i d a s .  Las  e n z i m a s

b a c t e r i a n a s  t i e n e n  g r a n  a p l i c a c i ó n  en e s t o s  p r o c e s o s  y d e s a r r o ­

l l o s  t e c n o l ó g i c o s  u l t e r i o r e s  p o d r í a n  a c r e c e n t a r  c o n s i d e r a b l e ­

mente su demanda.
(9 )En l a i n d u s t r i a  del  p e s c a d o  l a s  p r o t e a s a s  de B a c i l l u s  s o n  

u s a d a s  pa r a  l a  o b t e n c i ó n  de h a r i n a ,  a c e i t e  y s o l u b l e s .  E l  r e s i ­

duo s ó l i d o  er a  se c a d o  p a r a  p r o d u c i r  h a r i n a  y la p a r t e  a c u o s a ,  que  

t i e n e  un a l t o  c o n t e n i d o  de v i t a m i n a s  y p r o t e í n a s  se e v a p o r a b a  

a 5 0 %  de s ó l i d o s  y se v e n d í a  como s o l u b l e  de p e s c a d o s ,  a l t e r n a -  

t i v a m e n t e  se s e c a b a  en t a m b o r e s  r o t a t o r i o s  o p o r  s p r a y .

La v i s c o s i d a d  de l a  f r a c c i ó n  a c u o s a  se a c r e c i e n t a  d u r a n t e  

l a  e v a p o r a c i ó n  y t i e n e  t e n d e n c i a  a t o r n a r s e  g e l a t i n o s a .  El  t r a ­

t a m i e n t o  p r e v i o  con p r o t e a s a  b a c t e r i a n a  s u p e r a  ambos  p r o b l e m a s
„ (22 23)

y a c r e c i e n t a  la e f e c t i v i d a d  de l a  e v a p o r a c i ó n  * . E l  t r a t a ­

mi e n t o  con p r o t e a s a  e s  de p a r t i c u l a r  i m p o r t a n c i a  s i  e l  p r o d u c t o  

debe s e r  s e c a d o .

Se puede  c i t a r  t a mb i é n  o t r o s  u s o s  t a l e s  como su u t i l i z a c i ó n

p a r a  l a  r e mo c i ó n  de p l a q u e t a s  d e n t a r i a s  c a u s a d a s  p o r  l a  i n c l u s i ó n

de m i c r o o r g a n i s m o s  b u c a l e s  en un m a t e r i a l  o r g á n i c o  f o r ma d o  por

d e x t r a n o s  y p r o t e í n a s .  Se  ha d e m o s t r a d o  que l a  admi n i s t ra c i on  de

una  me z c l a  de p r o t e a s a s  y a m i l a s a  de B a c i l l u s  s u b t i l i s  en fo rma

de e n j u a g u e  b u c a l ,  reduce  un 5 0 % l a  f o r m a c i ó n  de p l a q u e t a s  de n -
(8 1 8 36)

t a r i a s  en s e r e s  humanos  * * . Las  m a t e r i a s  p r i m a s  b á s i c a s
(3*0p a r a  l a p r o d u c c i ó n  de g r a s a  a n i ma l  p o s e e n  c o n s i d e r a b l e  c a n ­

t i d a d  de p r o t e í n a s ,  l a  r e c u p e r a c i ó n  de l a s  c u a l e s  e s  i m p o r t a n t e  

p a r a  l a  e c o n o m í a  de l  p r o c e s o .  La m a t e r i a  p r i m a  es  c a l e n t a d a  b a j o  

p r e s i ó n  a a l t a s  t e m p e r a t u r a s  y l a  g r a s a  y p r o t e í n a s  se s e p a r a n .  

E s t e  p r o c e s o  p r o d u c e  c o n s i d e r a b l e  d e s n a t u r a l i z a c i ó n  de l a s  p r o t e í ­

na s  p e r d i é n d o s e  de e s t a  f o r ma  p a r t e  de su v a l o r  n u t r i t i v o .  El  u s o  

de p r o t e a s a s  b a c t e r i a n a s ,  y el  o p e r a r  a b a j a s  t e m p e r a t u r a s ,  p r o ­

duce una c o n s i d e r a b l e  me j o r a  en l a  c a l i d a d  d e l  m a t e r i a l  p r o t e i c o  

re cupe rado  .

O t r a s  a p l i c a c i o n e s  e x i s t e n t e s  o p o t e n c i a l e s  de l a s  p r o t e a s a s  

m i c r o b i a n a s ,  i n c l u y e n  l a  r e c u p e r a c i ó n  de p l a t a  de l a s  p e l í c u l a s
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y p a p e l e s  f o t o g r á f i c o s  p o r  d i g e s t i ó n  de l a  c a p a  g e l a t i n o s a  de l a  

e m u l s i ó n ,  q u i t a d o  de m a n c h a s  en l a  l i m p i e z a  e n  s e c o  de l a  r o p a ,  

t i e r n i z a c i ó n  de l a  c a r n e ,  m o d i f i c a c i ó n  de p r o t e í n a s  en c e r e a l e s  

p a r a  a l i m e n t a r  i n f a n t e s ,  como c o a d y u v a n t e  d i g e s t i v o ,  como a l i v i o  

de i n f l a m a c i o n e s ,  g o l p e s  y m a g u l l o n e s ,  e t c . .

La e x p a n s i ó n  en m u c h o s  de e s t o s  c a s o s  d e p e n d e  de l o s  d e s a r r o  

l í o s  t e c n o l ó g i c o s  que p e r m i t a n  a c r e c e n t a r  y a b a r a t a r  l o s  c o s t o s  

de p r o d u c c i ó n  de e s t a s  e n z i m a s ,  m e j o r a m i e n t o  de l o s  m é t o d o s  de

p u r i f i c a c i ó n  y e l  u s o  de t é c n i c a s  de i n m o v i l i z a c i ó n  s a t i s f a c t o -
. ( 18)r í a s
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PARTE EX PER I ME NTAL  

MI C R OOR G A N I S MO:

Se emp l eo  pa r a  t o d a s  l a s  e x p e r i e n c i a s  una  cepa  

de B a c i l l u s  s u b t i  l i s  NRRL 3^11• Pues  si  b i e n  l a  c a p a c i d a d  de p r o ­

d u c c i ó n  de p r o t e a s a s  a l c a l i n a s  e s t á  e x t e n s a m e n t e  d i s t r i b u i d a  e n t r e  

m i c r o o r g a n i s m o s  de d i f e r e n t e s  e s p e c i e s ,  l a F AO y l a Food  and Drug  

Ad m i n i s t ra t i on r e s t r i n g e n  la p r o d u c c i ó n  i n d u s t r i a l  de e s t a s  e n z i ­

mas a B a c i l l u s  s u b t i l  i s, A s p e r g i l l u s  o r y z a e  y A s p e r g i l l u s  n i g e r  

po r  su d e m o s t r a d a  i n o c u i d a d  s o b r e  s e r e s  hu ma n o s .  E s t a  cepa  de 

a c u e r d o  a su c l a s i f i c a c i ó n  s e g ú n  e l  B e r g e y ' s  Manua l  of  De te rm i na t  i ve 

Bac ter  i o 1 ogy  , E i g h t  E d i t i o n  (1 96 A ) , p r e s e n t a  l a s  s i g u i e n t e s  c a r a c ­

t e r í s t i c a s :

F am i 1 i a : Ba c i 1 la ce ae

Or d e n :  E u b a c t e r  i ae 

C l a s e :  E s q u i  somi c e t e s

E s p e c i e :  B a c i l l u s  s u b t i l i s

Cepa :  NRRL 3^11

C a r a c t e r í s t i c a s :  B a c i l o s  r a r a me n t e  en c a d e n a ;  c o l o r  u n i f o r m e  con

f l a g e l o s  l a t e r a l e s ,  e n d o s p o r o s  de 0 , 8  por  1 , 5  a 1 , 8 /jm ; con l a  

s u p e r f i c i e  d e l  e s p o r o  l i b r e t e ñ i d a  t e n u e me n t e .  En su g e r m i n a c i ó n ,  

el  s a c o  de l  e s p o r o  se rompe e c u a t o r i a l m e n t e .  D e s p u é s  de e m e r g e r  

la c é l u l a  v e g e t a t i v a ,  la l i s i s  de l  s a c o  del  e s p o r o  e s  c l a r a m e n t e  

l e n t a .

L a s  c o l o n i a s  en me d i o s  a g a r i z a d o s  son r e d o n d a s  o i r r e g u l a r e s  

de s u p e r f i c i e  mat e,  t r a n s f o r m a b l e s  en g r u e s a s  y o p a c a s ,  pueden  

s e r  r u g o s a s  y pueden  t r a n s f o r m a r s e  en c o l o r  c rema o m a r r ó n .  Las  

c a r a c t e r í s t i c a s  de l a s  c o l o n i a s  v a r í a n  g r a n d e m e n t e  c o n  l a  com po­

s i c i ó n  d e l  me d i o .  El d e s a r r o l l o  c r e c i d o  s o b r e  a g a r  no se d i s p e r s a  

r e a l me n t e  en l o s  me d i o s  l í q u i d o s .

El  c r e c i m i e n t o  en s u p e r f i c i e  en me d i o s  a g a r i z a d o s  c o n t e n i e n d o  

1 % de g l u c o s a  da c o l o n i a s  g r u e s a s ,  f r e c u e n t e m e n t e  r u g o s a s  y m a r r o ­

ne s .  Puede f o r m a r s e  un d i s c o  roj  i z o  b a j o  e l  c re c i m i e n t o .
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MA T E R I A L E S  Y METODOS:

1 .  - M e d i d a s  de la c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r .

a.  T é c n i c a  t u r b i d i m é t r i c a :

La d e n s i d a d  ó p t i c a  de l a s  s u s p e n ­

s i o n e s  c e l u l a r e s  fue me d i d a  u t i l i z a n d o  un e s p e c t r o  f o  toe o 1 o r í me  - 

t r o  Bau sch  y Lomb mo d e l o  " S p e c t r o n i  c 2 0 "  a 660 nm, u t i l i z a n d o  

a g ua  d e s t i l a d a  como d i l u y e n t e .

b.  T é c n i c a  g r a v i  me t r i c a :

El  p e s o  s e c o  de l o s  d e s a r r o l l o s

o b t e n i d o s  en medi o  l f q u i d o  fue me d i d o  s o b r e  una a l f c u o t a  de 10 mi 

de c u l t i v o  que se c e n t r i f u g ó  a 9 . 0 0 0  g d u r a n t e  20 mi n. y se l a v ó  

2 v e c e s  con a g u a ,  y f i n a l m e n t e  se s e c ó  en e s t u f a  a 100-  105 °C 

d u r a n t e  2*4 h o r a s .

2 .  - M e d i d a  de pH:

El  pH de l os  d e s a r r o l l o s  en me d i o  l í q u i d o  f u e  

medido s o b r e  una a l f c u o t a  de l o s  c a l d o s  u t i l i z a n d o  un p e a c h f m e t r o  

Se i b o 1 d .

3 .  -  M e d i d a  de l a  v e l o c i d a d  de a b s o r c i ó n  de 0 ^ (V A 0 ) :

El  va 1 o r

del  VA 0 en l o s  e r l e n m e y e r s  a g i t a d o s  y en f e r m e n t a d o  r es  f u e  e v a l u a d o
( M

en bas e  al  método p r o p u e s t o  p o r  C o o p e r  . El  mé t o d o  c o n s i s t e  en  

me d i r  l a  v e l o c i d a d  de o x i d a c i ó n  de una s o l u c i ó n  de Na^SO^ p o r  r e ­

a c c i ó n  con e l  0« d i s u e l t o  e mp l e a d o  en l a  a e r a c i ó n .  Se u t i l i z a  una
 ̂ - 3

s o l u c i ó n  de Na^SO^ 0 , 5  a 0 , 8  N en p r e s e n c i a  de CuSO^ 10 M como

c a t a l i z a d o r ,  b a j o  e s t a s  c o n d i c i o n e s  la v e l o c i d a d  de o x i d a c i ó n  d e l  

Na 0^ es  mucho mayor  que l a  v e l o c i d a d  de d i s o l u c i ó n  de 0^» e i n d e ­

p e n d i e n t e  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de s u l f i t o  p o r  e n c i ma  de 0 , 0 1 5  M. La 

s o l u c i ó n  de s u l f i t o  j u n t o  con  e l  c a t a l i z a d o r  se c o l o c a n  en e l  e q u i ­

po a e v a l u a r ,  se a g i t a  y a e r e a  s a c a n d o  en f o r ma  p e r i ó d i c a  m u e s t r a s  

en l a s  c u a l e s  se e v a l ú a  e l  s u l f i t o  rem a n en te  por  i o d o m e t r f a .  La 

c o n c e n t r a c i ó n  de 0 2 d i s u e l t o  e s  p r á c t i c a m e n t e  c e r o  y l a  v e l o c i d a d  

de a b s o r c i ó n  de 0 2 e s t á  dada  p o r  a . C, donde K^a e s  e l

c o e f i c i e n t e  v o l u m é t r i c o  t o t a l  de t r a n s f e r e n c i a  de 0 ? en u n i d a d e s  de 

f a s e  l i q u i d a  p o r  u n i d a d  de d i f e r e n c i a  de c o n c e n t r a c i ó n  (h ) ,

C= c o n c e n t r a c i ó n  de s a t u r a c i ó n  de 0 ^  en l a s  c o n d i c i o n e s  de l  e n s a y o  

en med i o l í q u i d o .
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k  . - M e d i d a  de l a  a c t i v i d a d  p ro t eo  I í  t i ca  :

La a c t i v i d a d  p r o t e o l í -

t i c a  fue d e t e r m i n a d a  m e d i a n t e  una m o d i f i c a c i ó n  de l  m é tod o  de Anson  

s e g ú n  Keay y W i l d i ^ 1^ ,  s o b r e  una  a l í c u o t a  de c a l d o s  f e r m e n t a d o s  

l i b r e  de c é l u l a s .  La u n i d a d  de a c t i v i d a d  p r o t e o l í t i c a  A nso n  m o d i ­

f i c a d a  ( uAPAM/ ml )  se d e f i n e  como la c a n t i d a d  de e n z i ma  c a p a z  de 

p r o d u c i r  s o b r e  un s u s t r a t o  a l  1 % de c a s e í n a  f r a g m e n t o s  s o l u b l e s  

en á c i d o  t r i c l o r o a c é t i c o  0 , 2  M,  e q u i v a l e n t e s  a 0 , 5  M9 de t i r o s i n a  

a 37 °C y en 10 m i n u t o s  de r e a c c i ó n .

Re a c t i  vos  :

P r e p a r a c i ó n  del  s u s t r a t o  de c a s e í n a :

Se c o l o c a n  2 g de c a s e ­

í na  t i p o  H a r n s t e n  en un v a s o  de p r e c i p i t a d o  de 100 mi y se a d i c i o ­

nan 20 mi de NaOH 1 N, se a g i t a  con v a r i l l a  de v i d r i o  c o n t r a  l a s

p a r e d e s  h a s t a  f o r m a r  una p a s t a  u n i f o r m e  (no se debe c a l e n t a r ) ,  se 

a d i c i o n a  5 0  mi de H^O d e s t i l a d a ,  se d i s u e l v e  t o t a l m e n t e  la p a s t a

y se a j u s t a  e l  pH con H^PO^ 1:A h a s t a  e l  v a l o r  d e s e a d o ,  que en

e s t e  c a s o  es  1 0 , se c o l o c a  el  p r e p a r a d o  en ma t r a z  a f o r a d o ,  de 

100 mi y se l l e v a  a v o l u me n  c o n  H^0 d e s t i l a d a .  E s t a  s o l u c i ó n  debe  

c o n s e r v a r s e  en h e l a d e r a  a A ° C por  no mas  de 72 h o r a s .

0 1 ro s re a c t i v o s :

S o l u c i ó n  de á c i d o  t r i c l o r o a c é t i c o  0 , A  M ( TCA)

S o l u c i ó n  de CO^Na^ 0 , *4 M ( CO^Na^)

R e a c t i v o  de F o l i n  C i c a l t e a u ,  d i l u c i ó n  1 : 2  con h^O ( F F ) 

S o l u c i ó n  p a t r ó n  de t i r o s i n a .

P r e p a r a c i ó n  de l a  m u e s t r a :

La m u e s t r a  a e v a l u a r  e s t á  c o n s t i t u i d a  p o r  

una a l í c u o t a  de l o s  c a l d o s  de f e r m e n t a c i ó n  l i b r e  de c é l u l a s ,  y d e ­

be d i l u i r s e  con  una s o l u c i ó n  0 , 0 1 % de a c e t a t o  de c a l c i o ,  de t a l  

manera de o b t e n e r  a l r e d e d o r  de 2 0 0  u n i d a d e s  de a c t i v i d a d  p r o t e o l í ­

t i c a  Anson  m o d i f i c a d a  en l a  m e z c l a  de r e a c c i ó n .

T é c n i c a :

Se te rmos t a t i za n t o d o s  l o s  r e a c t i v o s  en baño de a g u a  a 37°C  

d u r a n t e  5 mi n .  en l o s  t u b o s  de r e a c c i ó n  se c o l o c a n  1 mi de m u e s t r a  

y 1 mi  de s u s t r a t o  de c a s e  i n a , al  ca bo de 1 0  mi n .  se de t i e ne 1 a 

r e a c c i ó n  con 2 mi de TCA d e j a n  do re p os a  r e l  p r e c i p i t a d o  p o r  e s p a c i o
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F i g u r a  1
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de 20 m i n . ,  l u e g o  se s e p a r a  el  p r e c i p i t a d o  ya sea  por  i M i r a c i ó n  

o c e n t r i f u g a c i ó n .

a)  S o b r e  una a l í c u o t a  de 1 mi del  s o b r e n a d a n t e  se a g r e g a  1 mi de 

F . F .  y 5 mi de C0^Na2» se i n c uba  20 mi n .  a 3 7 ° C y se l ee  l a  a b s o r ­

ba nc i a a 660 nm.

b) D i r e c t a m e n t e  se l ee  l a a b s o r b a n c i a  del  s o b r e n a d a n t e  a 275 nm 

( F i g .  2 ) .  En t o d o s  l o s  c a s o s  pa r a  a s e g u r a r  l a  h o mo g e n e i d a d  de 

l a s  m e z c l a s  de r e a c c i ó n  se u t i l i z a  un a g i t a d o r  t i p o  v o r t e x .

5. - Me d i d a  de c o n c e n t r a c i ó n  de l a c t o s a :

Pa r a  e s t a  me d i d a  se u t i l i z ó
( 13)

el  mét odo  de Hu l t ma n  m o d i f i c a d o  por  H y v a r  í nen y N i k k i l a  s o b r e

una a l í c u o t a  de l o s  c a l d o s  f e r m e n t a d o s  l i b r e  de c é l u l a s .

Rea c t ¡ v o s  :

3 1 de CH^COOH g l a c i a l  

k , 5 g de Ti  o u r e a  

180 mi de O - T o l u i d i n a  

P r e p a r a c i ó n  de l o s  r e a c t i v o s :

D i s o l v e r  en 500 mi de CH^COOH g l a c i a l  

k ,5 g de t i  o u r e a  h a s t a  que no queden  c r i s t a l e s  ( d i s o l u c i ó n  c o m­

p l e t a ) .  Cuando  l a  t i  o u r e a  e s t é  t o t a l m e n t e  d i  s u e l t a ,  se a ñ a d e n  l o s  

18 0 mi de 0 - T o l u i d i n a  y se c o m p l e t a  a 3 1 con a c é t i c o  g l a c i a l .  Se 

g u a r d a  en f r a s c o  c o l o r  c a r a m e l o  en o s c u r i d a d  y se u s a  d e s p u é s  de 

dos  d í a s  de p r e p a r a d o .

T é c n i c a :

A 5 mi de l a s o l u c i ó n  de 0 - T o l u i d i n a  se a g r e g a n  20 /j l de 

m u e s t r a  y se c o l o c a  a baño  m a r í a  a e b u l l i c i ó n  d u r a n t e  5 m i n . .  Se 

e n f r í a  y se l e e  su a b s o r b a n c i a  a 625 nm. J u n t o  con  l o s  t u b o s  

p r o b l e ma  se p r o c e s a n  t u b o s  t e s t i g o  y un b l a n c o  de r e a c t i v o s .  

P r e p a r a c i ó n  de l o s  t e s t i g o s .

S o l u c i ó n  ma d r e :

S o l u c i ó n  de l a c t o s a  a l  5 % en á c i d o  b e n z o i c o .  G u a r ­

d a r  en h e l a d e r a .  De e s t a  s o l u c i ó n  se pueden  h a c e r  l o s  t e s t i g o s

( f i g .  3 ) -  1 mi de s o l u c i ó n  " m a d r e " --------------------------  50 mi (1 g / 1 )

2 mi de s o l u c i ó n  " m a d r e " --------------------------  50 mi (2 g / 1 )

*4 mi de so  1 uc i ón "mad r e " --------------------------  50 mi ( k g / 1 )

6 mi de s o l u c i ó n  " m a d r e " --------------------------  50 mi (6 g / 1 )
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8 mi de s o l u c i ó n  " m a d r e "  ------------------------------------ 50 mi (8 g / 1 )

10 mi de s o l u c i ó n  " m a d r e " ---------------------------------- 50 mi (10 g / 1 )

E s t a s  s o l u c i o n e s  t i e n e n  que p r e p a r a r s e  con  s o l u c i ó n  de á c i d o  

b e n z o i c o  s a t u r a d a  - que s i r v e  como c o n s e r v a d o r .

Pa r a  l a s  s o l u c i o n e s  p r o b l e ma  se  u s a  H^O d e s t i l a d a .

6 .  - P r o d u c c i ó n  e s p e c í f i c a :

La p r o d u c c i ó n  e s p e c í f i c a  f ue  c a l c u l a d a ,  d i v i ­

d i e n d o  e l  v a l o r  de a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  v o l u m é t r i c a ,  ya  s e a  por  e l  

p e s o  s e c o  o l a  d e n s i d a d  ó p t i c a  de la m u e s t r a  o b t e n i d a  en c a d a  c a s o .

7. - P r o d u c t i v i d a d :

La p r o d u c t i v i d a d  se c a l c u l ó  d i v i d i e n d o  l a  c o n c e n t r a ­

c i ó n  e n z i m á t i c a  de l o s  c a l d o s  f e r m e n t a d o s  p o r  e l  t i e mpo  en h o r a s  

c o r r e s p o n d i e n t e ,  a l a  m u e s t r a  en c u e s t i ó n .

8 .  - M e d i o s  de c u l t i v o :

P a r a  r e p i c a r  la c e p a  s e  e mp l e ó  e l  M e d i o  N°1 que

c o n t i e n e :

P e p t o n a  MC 2 ---------------------------------------------------------------- 5 g

E x t r a c t o  de l e v a d u r a  en p o l v o  --------------------------------5 g

G l u c o s a  ---------------------------------------------------------------------------1 g

A g a r  ----------------------------------------------------------------------------  20 g

H 2 0 ------------------------------------------------------------------------------  c s p  1000 mi
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TABLA I

C A R A C T E R I Z A C I O N  DE LAS FUENTES DE NI TROGENO EMPLEADAS
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Para el  de sa r ro l l o  del m i c r o o r g a n i s m o  en me d i o  l í q u i d o  se i n i c i á ­
i s  5 )

ron l o s  e s t u d i o s  u t i l i z a n  do el  medi o  N ° 2  ( med i o  b a s e )  , donde

se h i c i e r o n  m o d i f i c a c i o n e s  en c u a n t o  a l a n a t u r a l e z a  y c o n c e n t  r a -
2 +

c i ó n  de la f u e n t e  n i t r o g e n a d a ,  c o n c e n t r a c i ó n  de Ca , a g r e g a d o s  de 

t ens  i o a c t i v o s  y EDTA.  La c o m p o s i c i ó n  de e s t e  me d i o  e r a  en g / 1 :

L a c t o s a  --------------------------------------------------- 20

P e p t o n a  MC 2 --------------------------------------  10

NaCl  --------------------------------------------------- -- 1 ,5

Mg S 0 Í4 . 7 H 2 0 ----------------------------------------  0 , 1 5

Ca C 1 2 . 2H 2 0 ----------------------------------------  0 ,06

P 0 AH 2 K ------------------------------------------------- 1 ’ 5
p o Í4h k 2 --------------------------------------------------- 1 ,5

N a 2 SO  ̂ ---------------------------------------------------  1 ,5

Mn C 1 2 - ^H 2 0 ----------------------------------------- 0,01

En ambos c a s o s  e l  pH fue a j u s t a d o  a 7 , 2  a n t e s  de e s t e r i l i z a r .

E s t e r i  1 i za c i ó n :

Todos  l o s  m a t e r i a l e s  y me d i o s  de c u l t i v o  f u e r o n  e s t e ­

r i l i z a d o s  en au to  c l a v e  con  va po r  s a t u r a d o  de 121 ° C d u r a n t e  15 m i n . . 

En g e n e r a l ,  se p r o c e d i ó  a e s t e r i l i z a r  en f o r m a  s e p a r a d a  la f u e n t e  

de n i t r ó g e n o  y f o s f a t o s  de l a  f u e n t e  de c a r b o n o .

C o n s e r v a c i ó n  de la cepa :

E l  m i c r o o r g a n i s m o  f u e  c o n s e r v a d o  b a j o  d o s  

f o r m a s :  po r  1 i o f i 1 i za c i ó n p a r a  p e r í o d o s  l a r g o s  de t i e m p o ,  y s o b r e  

a g a r  r e c t o  ( medi o  N° l )  ba j o  capa  de v a s e l i n a  e s t é r i l ,  en h e l a d e r a  

a A°C p o r  e s p a c i o  de no más de un mes .

L i o f i 1 i za c i ó n :

E q u i p o  u t i l i z a d o :

C o n s t a  de una bomba p a r a  a l t o  v a c í o  (max 10  ̂

mm Hg ) de t i p o  m e c á n i c o ,  d o b l e  r o t o r ,  de f u n c i o n a m i e n t o  en o p e r a ­

c i ó n  c o n t i n u a ,  a l t a  c a p a c i d a d  de bombeo,  marca  " P r e c i s i ó n  S c i e n t i f i c  

C o . "  ( mod e l o  500 C h i c a g o ,  U S A ) ;  la mi s ma  se c o n e c t a  a una t r ampa  

de co nd e ns a do , s ume r g i da en un va so De wa r con  a i re 1 íq u i do , y po r 

su i n t e r m e d i o  a un c o l e c t o r  de c u a t r o  e n t r a d a s  cada  una de l a s  

cu a 1 e £ l l e v a  a c o p l a d o s  s e n d o s  t u b o s  r a m i f i c a d o s  que p e r m i t e n  l a  

c o n e x i ó n  de c u a t r o  tu b o s  p a r a  l i o f i l i z a r  c a d a  u n a .  A su vez t o d o
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el  s i s t e m a  va  c o n e c t a d o  a un v a c u o m e t r o  p o r t á t i l  ma r c a  " F I C "  

( I n d u s t r i a  A r g e n t i n a ) .  El  e q u i p o  es  c o m p a c t o  y s e n c i l l o  p e r m i ­

t i e n d o  s e r i e s  de 16 l i o f i l  i z a d o s  p o r  o p e r a c i ó n  ( v e r  esquema  

F i g .  A ) .  T o d a s  l a s  c o n e x i o n e s  d e l  e q u i p o  se r e a l i z a r o n  con t u b e ­

r í a s  de c a u c h o  de s i l i c o n a  p a r a  a l t o  v a c í o  de 6 mm. de d i á m e ­

t r o  i n t e r n o .  Los  t u b o s  p a r a  1 i o f  i 1 i za c i ón son  de v i d r i o  n e u t r o  

de 100 mm de l o n g i t u d  p o r  7 mm de d i á m e t r o  e x t e r n o  y 1 mm de 

p a re d .

T é c n i c a :

Se s u s pe n d e  s o b r e  5 mi de s u e r o  e q u i n o  e s t é r i  1 e l  d e s a r r o ­

l l o  de un t ubo  de a g a r  i n c l i n a d o  ( s o b r e  me d i o  N°1 con  24 a 48  

h o r a s  de d e s a r r o l l o  en e s t u f a  a 30°C)  y se l o  f r a c c i o n a  en a l í ­

c u o t a s  de 0 , 0 6  mi con p i p e t a  P a s t e u r  en l o s  t u b o s  de l i o f i l i z a -  

c i ó n .

E s t o s ,  l u e g o  se c o n e c t a n  a l o s  t u b o s  r a m i f i c a d o s  en f o r ma  

a s é p t i c a  y se c o n g e l a n  en baño  de a l c o h o l  h i e l o  s ec o  ( - 4 0 ° C )  

d u r a n t e  20 m i n . .  Luego ,  se c o n e c t a n  al  c o l e c t o r  de l  e q u i p o ,  se 

e n c i e n d e  l a  bomba de v a c í o ,  dando  a s í  c o mi e n z o  a l a o p e r a c i ó n  de 

l i o f i l i z a c i ó n  con  un v a c í o  de a p r o x i m a d a m e n t e  0 , 1  mm de Hg .  E s t e  

p r o c e s o  se da po r  c o n c l u i d o  c u a n d o  l a s  m u e s t r a s  se  d e s p e g a n  f á c i  1- 

mente de l o s  t u b o s  de l i o f i l i z a c i ó n ,  y han  a d q u i r i d o  t e m p e r a t u r a  

a mb i e n t e  ( a p r o x .  6 h o r a s ) .  S i n  i n t e r r u m p i r  e l  v a c í o  d e l  s i s t e m a  

se  c i e r r a n  y c o r t a n  l o s  t u b o s  de l i o f i l i z a c i ó n  a l a  l l a ma  de un 

s o p l e t e  de me t a n o / O ^ ;  una v e z  t e r m i n a d a  e s t a  o p e r a c i ó n  se p r u e b a n  

l o s  t u b o s  c e r r a d o s  uno  a uno con un t é s t e r  de v a c í o ,  s i e n d o  a p t o s  

s ó l o  a q u e l l o s  en l o s  c u a l e s  se m a n i f i e s t a  una f o s f o r e s c e n c i a  s i m i ­

l a r  a l a de l  e q u i p o  d e b i d a  a l  v a c í o  de su  i n t e r i o r .

I nó cu l o s :

Los  e n s a y o s  se i n i c i a r o n  a p a r t i r  de l a  cepa M o v i l i z a d a ,  

l a  c u a l  se r e p i c ó  en e l  me d i o  N°1 que se ma n t u v o  b a j o  c a p a  de v a s e ­

l i n a  e s t é r i l ,  a p a r t i r  de e s t o s  d e s a r r o l l o s  se h i c i e r o n  r e p i q u e s  

en t u b o s  con  me d i o  de c u l t i v o  N°1 y d e s p u é s  de m a n t e n e r l o s  a 30°C  

d u r a n t e  24 h o r a s  se t r a n s f i r i ó  e l  d e s a r r o l l o  de un t u b o  a l o s  e r l e n -  

mey er s  c o n t e n i e n d o  e l  me d i o  N°2 o a l g u n a s  de s us  mo d i f i c a c i o n e s .

La c o n c e n t r a c i ó n  i n i c i a l  de s i e m b r a  en t o d o s  l o s  c a s o s  f ue  s i m i l a r ,  

a p r o x i ma d a me n t e  0 , 1 5  UD0.

- 1 9 -



E
SQ

U
E

M
A

 
D

E 
FQ

U
1P

Q
 P

A
R

A
 L

IO
FI

LI
ZA

R

F i g u r a  A

- 2 0 -



Eq u í p o s :

La s  e x p e r i e n c i a s  se l l e v a r o n  a cabo  en d o s  e s c a l a s  de

t r a b a j o :  ] m- E n s a y o s  en f r a s c o s  a g i t a d o s

2 . -  E n s a y o s  en f e r m e n t a d o  res

1 .  - L o s  e n s a y o s  s o b r e  c o m p o s i c i ó n  del  me d i o  de c u l t i v o  se r e a l i ­

z a r o n  en f r a s c o s  e r l e n m e y e r s  l i  s os  de 1 0 0 0  mi  de c a p a c i d a d  con  

2 0 0  mi de medi o  de c u l t i v o ,  es  d e c i r  una r e l a c i ó n  v o l u m é t r i c a  !

1 : 5 ; e s t o s  f r a s c o s  f u e r o n  c o l o c a d o s  en un a g i t a d o r  r o t a t o r i o  de 

2 , 5  cm de e x c e n t r i c i d a d  y una a g i t a c i ó n  de 2 5 0  rpm en c u a r t o  

e s t u f a  a 30 ° C . En t o d o s  l o s  c a s o s  l o s  e n s a y o s  se e f e c t u a r o n  por  

d u p l i c a d o  y s i e m p r e  se c o n f r o n t a r o n  con un t e s t i g o  en e l  c u a l  se  

m a n t u v i e r o n  l a s  c o n d i c i o n e s  i n i c i a l e s  en c u a n t o  a m e d i o  de c u l t i v o  

y v a r i a b l e s  de o p e r a c i ó n .

Cuando se e s t u d i ó  el  e f e c t o  de la VAÓ en e s t a  e s c a l a ,  se t r a ­

b a j ó  con d i s t i n t o s  v o l ú m e n e s  de med i o  de c u l t i v o ,  o b t e n i é n d o s e

p r e v i a m e n t e  p a r a  cada c o n d i c i ó n  e l  v a l o r  de VAO c o r r e s p o n d i e n t e
(A)

p o r  e l  método  de Co o pe r

2 .  - Las  e x p e r i e n c i a s  en f e r me n t ad o r e s f u e r o n  l l e v a d a s  a cabo  en

r e a c t o r e s  con y s i n  a g i t a c i ó n  m e c á n i c a ,  donde  se e s t u d i ó  la i n f l u ­

e n c i a  de la a e r a c i ó n  s o b r e  l a  p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a .  Se u t i l i z a r o n  

en e s t a  e s c a l a  dos  t i p o s  de e q u i p o s :  a)  Un e q u i p o  de f e r m e n t a c i ó n  

c o n v e n c i o n a l  con  a g i t a c i ó n  m e c á n i c a  mar ca  "New B r u n s w i c k "  i n t e g r a d o  

p o r  t r e s  fe rme nt a do re s de 7 , 5  1 . de c a p a c i d a d ,  y p r o v i s t o s  de

a c c e s o r i o s  pa r a  e l  c o n t r o l  de t e m p e r a t u r a ,  v e l o c i d a d  de a g i t a c i ó n ,  

p r e s i ó n  y c a u d a l  de a i r e .  En t o d o s  l o s  c a s o s  se e m p l e a r o n  3 1 de 

me d i o  de c u l t i v o ,  la r e l a c i ó n  e n t r e  l a  a l t u r a  de l  l í q u i d o  y el  

d i á m e t r o  del  f e r m e n t a d o r  f u e  de 1 , 2 .

b ) Una c o l u mn a  de f e r m e n t a c i ó n

n o co n v e n c i o n a l  con c i r c u l a c i ó n  de l í q u i d o  p o r  i n y e c c i ó n  de a i r e ,  

c o n s t r u i d a  en n u e s t r o  la bo r a t o r i o ^   ̂ de 3 1 de c a p a c i d a d  ú t i l ,

t e r mo s t a t i za d a en c u a r t o  e s t u f a  y con a c c e s o r i o s  p a r a  e l  c o n t r o l  

de c a u d a l  y p r e s i ó n  de a i r e .

En l a s  f i  g u r a s  Nc 5 y 6 s e pueden o b s e r v a r  l o s  e s q u e ma s  c o r r e s p o n d i e n ­

t e s  a l o s  e q u i p o s  u t i l i z a d o s .

En l o s  f e rme n t a do re s con a g i t a c i ó n  m e c á n i c a  se r e a l i z a r o n  e x p e ­

r i e n c i a s  a 3 0 0 , A0 0  , 5 0 0  y 6 0 0  rpm e mp l e a n d o  en t o d o s  l o s  c a s o s
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un c a u d a l  de a í r e  de 1 1 / 1 . mi n . .

C o n d i c i o n e s  de o p e r a c i ó n  en f e rme n t a dor e s :

1 .  - A i r e :

El  a i r e  p r o d u c i d o  en un c o m p r e s o r ,  e s  e s t e r i l i z a d o  

a n t e s  de su i n g r e s o  a l  t e r m e n t a d o r  p o r  med i o  de un f i  1 t r o  que c o n ­

t i e n e  l a  na de v i d r i o  y p r e f i l t r o  de a l g o  do n p r e v i a m e n t e  e s t e r i  l i ­

za do en a u t o c l a v e  con v a p o r  s a t u r a d o  a 121°C d u r a n t e  30 mi n.  y 

se c a d o  a 100 - 105 °C en e s t u f a  por  3 “ ** h s .

El  r e g u l a d o r  de p r e s i ó n  de a i r e  de l  e q u i p o  se a j u s t ó  a un
2v a l o r  de 1 0  l i b r a s / p u l g a d a  , y e l  c a u d a l  de a i r e  se a j u s t a  a l a s  

c o n d i c i o n e s  s e l e c c i o n a d a s  p o r  me d i o  de una v á l v u l a  r e g u l a d o r a  y 

medi da  en un f l o t á m e t r o .

2 .  - C o n t r o l  de pH:

E l  me d i o  de c u l t i v o  b a s e  l l e v a  i n c o r p o r a d a s  

s o l u c i o n e s  de f o s f a t o s  que a m o r t i g u a n  l a s  v a r i a c i o n e s  de pH d u r a n t e  

e l  p r o c e s o ,  no o b s t a n t e  d e b i d o  a l  d e s a r r o l l o  m i c r o b i a n o ,  e l  v a l o r  

de pH del  me d i o  s e  va m o d i f i c a n d o  con  e l  c u r s o  de l a  f e r m e n t a c i ó n .

E l  pH / i n i c i a l  de l o s  me d i o s  f ue  a j u s t a d o  a 7 >2.

3 .  - C o n t r o l  de e s puma:

Fue e f e c t u a d o  en forma ma n u a l  u t i l i z a n d o  

a n t i e s p u m a n t e  a ba s e  de s i 1 i c o n a s  t i p o  SAG ^71,  mar ca  D a r me x ,  e l  

c u a l  f ue  e n s a y a d o  p r e v i a m e n t e  en c u a n t o  a su c a p a c i d a d  i n h i b i t o ­

r i a  de l a  s í n t e s i s  e n z i m á t i c a ,  d e m o s t r a n d o  s e r  i n o c u o ,  d i l u i d o  a l  

1 0 % en agua d e s t i l a d a  y e s t é r i l  i z a do  en a u t o c l a v e  c o n  va por  s a t u ­

ra do a 121°C d u r a n t e  20 m i n . .  La a d i c i ó n  de ant  i e s p u m a n t e  se h i z o  

co n f o rm e  a l a f o r m a c i ó n  de e s p u ma ,  p a s a n d o  p o r  g r a v e d a d  d e s d e  su 

r e s e r v o r i o  h a s t a  e l  t a n q u e  de f e r m e n t a c i ó n  a l  c u a l  e s t á  c o n e c t a d o  

p o r  med i o  de un tubo  de c a u c h o  s i l i c o n a d o .

*4 . - Ag i t a c i ó n :

El  e q u i p o  c o n v e n c i o n a l  c o n s t a ,  de un s i s t e m a  de 

a g i t a c i ó n  c o n s t i t u i d o  por  *4 p a l e t a s  p l a n a s  u n i d a s  a un e j e  v e r t i ­

c a l  que a t r a v i e s a  a l  t a nq ue  por  su t a p a  p a r a  u n i r s e  p o r  m e d i o  de 

una t r a n s m i s i ó n  e l á s t i c a  a un m o t o r  s i t u a d o  en su  p a r t e  s u p e r i o r  

( F i g .  5) . La v e l o c i d a d  de a g i t a c i ó n  se r e g u l a  con  un c o n t r o l  e l e c ­

t r ó n i c o  que a c t ú a  s o b r e  e l  mo t o r ,  y se mi de  por  me d i o  de un t a q u í - *  

met r o  a c o p l a d o  a l  e q u i p o .  En la c o l u m n a ,  la a g i t a c i ó n  se p r o d u c e  por  

i n y e c c i ó n  de a i r e  y se c o n t r o l a  v a r i a n d o  e l  c a u d a l  de e n t r a d a  de 

es te g a s .
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Esquema de un fermentador de tipo convencional con agitación mecánica.
1: vaso¡ 2 : entrada de aire ; 3 : antiespumante ¡ 4: inoculo ¡ 5 •. nutrientes ; 
6-. eje del agitador; 7 ■ guarnición ¡ 8-. tapa; 9 : salida de gases ¡
10 : salida de muestra ; 11 : corta corriente ¡ 12 : agitador ¡ 13; burbu jeador

F i g u r a  5
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-FERMENTADOR SIN AGITACION MECANICA
CON CIRCULACION DE LIQUIDO POR INYECCION 
DE AIRE. UUIN

F i g u r a  6
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RESULTADOS

E X P E R I E N C I A S  EN ERLENMEY ER S

I N F L U E N C I A  DE LA NATURALEZA DE LA FUENTE DE N2 .

En e s t a s  e x p e r i e n c i a s  se u t i l i z a r o n  d i f e r e n t e s  f u e n t e s  de N 2 

t a n t o  de o r i g e n ,  n a c i o n a l  como i m p o r t a d o .  Se e m p l e a r o n :  

a) P e p t o n a s :  B a c t o p e p t o n a  Di  f e o ;  p e p t o n a  B i o c h e m,  y p e p t o n a s  MC 2,

MC 3, MC A, MC 7 y MC 8 . b)  C a s e í n a .

T o d o s  l o s  e n s a y o s  se r e a l i z a r o n  e mp l e a n d o  e l  me d i o  N°2 y u t i ­

l i z a n d o  l a s  f u e n t e s  de n i t r ó g e n o  a n t e s  m e n c i o n a d a s  en l a  c o n c e n ­

t r a c i ó n  de 10 g / 1 . En l a  t a b l a  1 se i n d i c a n  a l g u n a s  c a r a c t e r í s t i ­

cas  de l a s  s u b s t a n c i a s  e n s a y a d a s .

En l a f i g u r a  7 donde se e n c u e n t r a n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en 

e s t o s  e s t u d i o s  se puede o b s e r v a r  que l o s  ma y o r e s  v a l o r e s  de p r o t e -  

a s a  a l c a l i n a  se o b t i e n e n  en a q u e l l o s  m e d i o s  que c o n t i e n e n  c a s e í n a .  

En l o  que se r e f i e r e  al  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  en g e n e r a l  se o b s e r v a  

que no e x i s t e  una c o r r e s p o n d e n c i a  con l a  p r o d u c c i ó n  de p r o t e a s a s  

a l c a l i n a s .  Es de d e s t a c a r  que e mp l e a n d o  c a s e í n a  se a l c a n z a  una  

p r o d u c c i ó n  que es  mayor  en un 1 0 % en r e l a c i ó n  a l  p r o c e s o  donde se 

u t i l i z a  e l  med i o  ba s e  que c o n t i e n e  como f u e n t e  de n i t r ó g e n o  un  

h i d r o l  i z a d o  p e p s í n i c o  de h í g a d o  de c e r d o  (MC 2 ) .  La s  p e p t o n a s  MC 2,  

MC 3,  MC A, MC 7 y MC 8 , f u e r o n  e m p l e a d a s  en r a z ón  de su d i s p o n i ­

b i l i d a d  en n u e s t r o  m e d i o .
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EFECTOS DE D I F E R E N T E S  CONCENTRAC I ONES  DE C A S E I N A  SOBRE LA 

PRODUCCI ON ENZ I MAT I  C A .

En r a z ó n  de l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en l o s  e s t u d i o s  de l a  

i n f l u e n c i a  de la n a t u r a l e z a  de la f u e n t e  n i t r o g e n a d a  s o b r e  la 

p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a ,  donde l a  c a s e í n a  se c o mp o r t ó  como l a me j o r  

f u e n t e  de n i t r ó g e n o ,  es  que se p r o g r a m a r o n  n u e v a s  e x p e r i e n c i a s  

donde se v a r i ó  la c o n c e n t r a c i ó n  de c a s e í n a  des de  6 h a s t a  1^ g / 1 .

Los r e s u l t a d o s  de e s t o s  e n s a y o s  se m u e s t r a n  en l a t a b l a  I I y la 

f i g u r a  8 donde se ve que p a r a  una c o n c e n t r a c i ó n  de c a s e í n a  de 8 g / l  

se l o g r a n i l o s  ma y o r e s  v a l o r e s  t a n t o  en a c t i v i d a d  v o l u m é t r i c a  

6 . 0 0 0  uAPAM/ml  como e s p e c í f i c a  8 9 5 - 0 0 0  uAPAM/ g  de p r o t e a s a  a l c a l i ­

na;  a l c a n z á n d o s e  a s í  un i n c r e m e n t o  de l  o r d e n  del  30% c o n  r e s p e c t o  

al  t e s t i g o  que c o n t i e n e  p e p t o n a  MC 2 en c o n c e n t r a c i ó n  de 10 g / l .

En ba s e  a e s t o s  r e s u l t a d o s  se a d o p t ó  p a r a  l o s  e n s a y o s  p o s t e ­

r i o r e s  como f u e n t e  de n i t r ó g e n o  c a s e í n a  pu r a  en l a  c o n c e n t r a c i ó n  

de 8 g / 1 .
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T A B L A  I I

EFECTO DE LA CONCENTRACI ON DE C A S E I N A  SOBRE LA PRODUCCI ON E N Z I M A T I C A

«se ína 
9/1 )

Peso seco 
(9/1)

Act i v .  Enzimàtica  
( uAPAM/m 1 )

P nod. Esp . 
(uAPAM/g)

X io ”3

Hora de proceso  
(h)

6 5,87 3-700 Va
) o 60

8 6,70 6.000 895 60

10 6,75 5.200 770 60

12 5,78 4.800 oo Vw
O o 60

14 5,62 *i .500 800 60

i s t i g o 6,90 Í* .700 681 60

Medio de cult  ivo ut i 1 i zado (g/ 1) :

Lactosa 20; Caseína var i abl e  según tabl a;  NaCl 1,5; MgS0^.7H20 0,15; CaCl^-ZH^O 0,06; 

KH^O^ 1,5; K^PO^ 1,5; Na^O^ 1,5; MnC12 .J+H20 0,01.
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I N F L U E N C I A  DEL AGREGADO DE TENS I  OACTI  VOS SOBRE LA OBTENC I ON DE 

PROTE ASAS ALCALI  Ñ A S .
(33 ,3 7)En r azón  de l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p o r  o t r o s  a u t o r e s  

donde se i n d i c a  l a a c c i ó n  e s t i m u l a n t e  s o b r e  l a  p r o d u c c i ó n  enz  i - 

m í t i c a  del  a g r e d a  do de t e n s i  o a c t i v o s  al  me d i o  de c u l t i v o ,  se p r o ­

g r a ma r o n  una s e r i e  de e x p e r i e n c i a s  donde se e s t u d i ó  l a  i n f l u e n c i a  

de d i s t i n to s a g e n t e s  t a l e s  como:  o l e a t o  de s o d i o ,  t r i t ó n  X - 1 0 0  

( E t e r  mono (P - ( 1 , 1 , 3 » 3 , " t e  t ra me t i l  bu t i l  ) - f en f 1 i co) del  P r o p i l e n -  

g 1 i c o 1) , T wee n 80 ( P o l i o x i e t i l e n s o r b i t a ñ o m o n o o l e a t o )  y do de c i 1 - 

s u l f a t o  de s o d i o  ( S D S ) .

En una p r i m e r a  e t a p a  se h i c i e r o n  e x p e r i e n c i a s  o r i e n t a t i va s 

u t i l i z a n d o  l o s  te n s i oac t i vos  a n t e s  me n c i o n a d o s  en c o n c e n t r a c i o n e s  

de 0 , 0 5  y 0,1 % c o n  e l  f i n  de d e t e r m i n a r  su e f e c t o  s o b r e  la p r o ­

d u c c i ó n  de la e n z i m a .

En l a  t a b l a  I I I  se puede o b s e r v a r  e l  e f e c t o  f a v o r a b l e  del  

Tween 80 y de l  o l e a t o  de s o d i o ;  como a s f  t a mb i é n  e l  e f e c t o  i n h i ­

b i d o r  d e l  T r i t ó n  X - 1 0 0  y del  S DS .  El  i n c r e m e n t o  o b s e r v a d o  es  de 

a p r o x i m a d a me n t e  h 0 %  y 13% con  r e s p e c t o  a l o s  p r o c e s o s  donde se 

e mp l e a  e l  me d i o  t e s t i g o  y e l  me d i o  m o d i f i c a d o  en su f u e n t e  de 

n i t r ó g e n o  s i n  t e n s i o a c t i  v o s  . P o s t e r i o r m e n t e  se h i c i e r o n  una s e r i e  

de e n s a y o s  donde  se compar ó  la p r o d u c c i ó n  de la e n z i m a ,  a d i c i o n a n ­

do l o s  te ns i oa c t i v os  en un c a s o  a l  c o mi e n z o  del  p r o c e s o  y en o t r o  

a l a s  20 h o r a s  de i n i c i a d o .  El  a g r e g a d o  de t e n s i o a c t i v o  a l a s  

20 h o r a s  de p r o c e s o  no p r o d u j o  n i n g ú n  e f e c t o  f a v o r a b l e ,  por  lo 

t a n t o  en t o d o s  l o s  e n s a y o s  p o s t e r i o r e s  e l  a g r e g a d o  de t e n s  i o a c t i  - 

vos  f u e  r e a l i z a d o  a l  i n i c i a r  e l  p r o c e s o .

En f u n c i ó n  de l o s  r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s  donde  se e n s a y a r o n  

s o l a m e n t e  do s  c o n c e n t r a c i o n e s  de p r o d u c t o s  y d e b i d o  a l  e f e c t o  

f a v o r a b l e  del  a g r e g a d o  de l o s  mi s mo s  se r e a l i z a r o n  n u e v a s  e x p e ­

r i e n c i a s  donde se e n s a y a r o n  l os  t e n s i o a c t i v o s  más  e f e c t i v o s  en un 

r a n g o  más a m p l i o  de c o n c e n t r a c i ó n .

Los  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se  i n d i c a n  en l a  t a b l a  I V  y F i g .  9 

donde  se puede  o b s e r v a r  que l os  más  a l t o s  v a l o r e s  de a c t i v i d a d  

e n z i m á t i c a  v o l u m é t r i c a  de p r o t e a s a  a l c a l i n a ,  11 . 1 0 0  u A P A M/ ml ,  se 

o b t i e n e n  en p r o c e s o s  donde  se u t i l i z a  Tween 80 en c o n c e n t r a c i ó n  0 , 5 % .
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E l  v a l o r  de a c t i v i d a d  a l c a n z a d o  es  s u p e r i o r  en un 130% con r e s ­

p e c t o  a l  t e s t i g o .  En l a t a b l a  t a mb i é n  se o b s e r v a  que a me d i d a  que  

aumenta  l a c o n c e n t r a c i ó n  de t e n s i o a c t i v o ,  si  b i e n  se p r o d u c e  un 

aumento de l a  a c t i v i d a d  enz i ma  t i c a  l o s  v a l o r e s  de c r e c i m i e n t o  

t i e n d e n  a d e s c e n d e r .

Es de d e s t a c a r  que pa r a  una c o n c e n t r a c i ó n  de Tween 80 de 0 , 5  g% 

se o b t i e n e  u n a a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  del  o r d e n  de 1.91 0 . 0 0 0  u A P A M / g .
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TAB LA I I I

I N F L U E N C I A  DE LOS TENS I  OACT I VOS  SOBRE LA PRODUCCI ON E N Z I M A T I C A

4ns i oact ivos Concent. 
( g/%)

Peso seco 
(g/1)

Valores máximos 
Act i v . p roteol . 

(uAPAM/ml)

P rod. Esp . 
( uAP/W/g)

X 10‘ 3

Tiempo de proceso  
(h)

- - 6,8 6.000 882 60

(EEN 80 0,05 6,5 6.800 1.046 5*4

fEEN 80 0,10 6,0 6.500 1 . 0 8 3 5*4

¡eato de Na 0,05 6,6 6.200 939 5*4

eato  de Na 0,10 6.000 937 5*4

RIT0N X 100 0,05 0,6 120 200 *45

RI TON X 100 0,10 0,5 110 220 *45

• D.S . 0,05 0,7 160 2 2 8 *45

.D .S . 0,10 0 ,6 1 i»0 233 *45

bs t i go 6,9 4.800 695 60

Medio de c u l t i v o  empleado, en g / 1 : lac tosa  20; casefna 8; NaCl 1,5; 

MgS0v 7H20 0,15; CaCl2 .2H20 0,06; KH^O^ 1,5; ^HPO^ 1,5; Na^O^ 1,5;  

MnCl2 .^H20 0,01; Tens ioact ivo  según tabl a.
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TABLA I V

I N F L UE NC I A  DEL AGREGADO DE T E NS I OA CT IV OS SOBRE LA PRODUCCI ON E N Z I M A T I C A

ens ioact i vos . Conc.
( g / % )

Peso seco 
( g / l  )

Va 1 ores maxi mos 
Act i v. p ro teol . 

( uAPAM/m 1 )

P rodu cc i ón 
Específ  i ca 

(uAPAM/g)

x 1 0 " 3

Tiempo de procese 
(h)

— _ 6,8 5 . 9 0 0 867 60

*een 80 0 , 0 5 6 , 5 6.870 1 .056 5*4

teen 80 0,10 6,0 6.600 1 .100 5*4

tee n 80 0,50 5 , 8 11 .100 1 . 9 1 3 5*4

ve en 80 1 ,00 5 , 0 8.800 ON 0 *45

leato de Na 0 , 0 0 5 6,6 5.000 75 7 *45

leato de Na 0,010 6 , 4 5 .600 875 *45

leato de Na 0 , 0 5 6 , 3 6.200 98^ 5*4

leato de Na 0,10 6,1 6.000 vx> 00 00 5*4

i s t i g o - 6 , 9 ¿1.850 702 60

Medio de c u l t i v o  empleado en g/1:  lactosa  20; casefna 8; NaCl 1,5;  

MgS0¿4.7H20 0,15; CaC l2 -2H20 0,06; KH^O^ 1,5; ^HPO^ 1,5; MnCl 2 . *4^0 0,01 . 

Tens ¡oact ivo  según tabl a.
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F i g u r a  9

- 3 A -



INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ION CALCIO SOBRE LA PRODUCCION DE PROTEASA 

ALCALINA.

En f u n c i ó n  de l a  i m p o r t a n c i a  que r e v i s t e  l a  p r e s e n c i a  d e l  i ón  

c a l c i o  en c u a n t o  a su a c c i ó n  e s t á b i l  i z a n t e  de l a  a c t i v i d a d  e n z i ma  

t i c a  se h i c i e r o n  una s e r i e  de e n s a y o s  donde se v a r i ó  l a c o n c e n t r a  

c i ó n  de e s t e  i on  h a s t a  un v a l o r  de 6 x 10 M. L a s  c o n c e n t r a c i o n e s  

e n s a y a d a s  y r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se i n d i c a n  en l a  t a b l a  V, donde  

se m u e s t r a  que l a  c o n c e n t r a c i ó n  mas  a d e c u a d a  es  l a  d e l  me d i o  b a s e  

1| x
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T A B L A  V

EFECTOS  DE LA CONCENTRACI ON DE ION CA L C I O

2 + ) X 

O*4 M

P e s o  s eco  

( g /  1 )

V a l o r e s  má x î mo s 
A et í v . p ro t e o 1 .

( u A P A M / ml )

P r o d .  e s p e c .  
( uAPAM/ g )

X i o ’ 3

Hora  de p r o c e s o  

(h)

ID 5 , 6 5 .500 9 8 2 60

i 2 5 ,7 8. 900 1 . 5 6 1 60

coLTV 11 . 1 00 1 . 913 5

6 6 ,0 10 . 200 1 .700 5 b

0 6 , 2 9 . 1 0 0 1 ,í(67 5 b

0 6 , 8 . 500 1 .328 5 b

© 6, í* 8. i+00 1 . 3 1 2 5 b

i go 6 , 9 1|. 800 695 60

Med i o de c u l t i v o emp 1 ea do , en g / l  : l a c t o s a  20;  c a s e í n a  8; NaC 1 1 , 5 ;

MgSO^ • 7 H 2 0

LTVO

k h 2p o 1) 1 , 5 ; K 2 H P 0 ^ 1 ,5;  N a 2 S 0 ¡) 1 , 5 ;  MnCI ^ O  0,01 ;

Ca C 1 2

0
CM

31CNI s e gún t a b l a  ; T ween

LTVOOO
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I N F L UE NC I A  DE LA CONCENTRACI ON DE EDTA SOBRE LA PRODUCCI ON E N Z I M A T I C A

Una v ez  c o m p l e t a d o s  l o s  e s t u d i o s  de l  e f e c t o  de l a  n a t u r a l e z a  

y c o n c e n t r a c i ó n  de la f u e n t e  de n i t r ó g e n o ,  a d i c i ó n  de t e n s  i o a c t i v o s  

e i n f l u e n c i a  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de l  i on  c a l c i o  se i n i c i a r o n  una  

s e r i e  de e x p e r i e n c i a s  donde  se c o n s i d e r ó  el  e f e c t o  de d i f e r e n t e s  

c o n c e n t r a c i o n e s  de EDTA ( s a l  di  s o d i c a  de l  á c i d o  e t i  1end i  ami no t e t r a -  

a c é t i c o )  en r e l a c i ó n  con la p r o d u c c i ó n  de p r o t e a s a s  a l c a l i n a s .  L o s  

r e s u l t a d o s  de e s t o s  e n s a y o s  se m u e s t r a n  en la t a b l a  VI  donde  se 

ve que d i c h o  a g r e g a d o  t i e n e  un e f e c t o  f a v o r a b l e  p a r a  la p r o d u c c i ó n  

de l a  e n z i ma  ya  que se o b s e r v a  un i n c r e m e n t o  del  150% en la p r o d u c ­

c i ó n  de p r o t e a s a  con r e s p e c t o  a l  me d i o  t e s t i g o .  Po r  o t r a  p a r t e ,  

t a mb i é n  se o b s e r v a  que s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r ,  e l  a ument o  de 

c o n c e n t r a c i ó n  de EDTA p r o d u c e  un e f e c t o  d e s f a v o r a b l e .  La c o n c e n ­

t r a c i ó n  de EDTA que r e s u l t ó  más a d e c u a d a  pa r a  la p r o d u c c i ó n  enz i -
-i»

m á t i c a ,  f ue  de 1,5 x 10 M; p a r a  es a  c o n d i c i ó n ,  se a l c a n z a  una  

a c t i v i d a d  en p r o t e a s a  a l c a l i n a  de 12 . 300  uAPAM/ ml  en 60 h o r a s  de 

p r o c e s o .
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T A B L A  VI

AFLUENCI A DE LA CONCENTRACI ON DE E DTA SOBRE LA PRODUCCI ON E N Z I M A T I C A

Conce n t r a c i ó n  
de E DTA (M)

P e s o  s e co 
( g/1 )

P ro d . E s p . 
(uAP AM/g)

X 1 0 " 3

V a l o r e s  má x i mos  
A c t i v .  P r o t e o l .

( u APAM/ m1)

5 , 7 1 . 942 1 1 .070

1,5 x 1 O ' 6 5 , 2 1 . 96 1 1 0 . 2 0 0

1,5 x 1 O ' 5 **, 9 2 . 155

o\DLTV

O

-  4
1 ,5 x 1 0 *»,5 2 .733 1 2 . 300

1,5 x 1 O-3 ,o 2 . 2 5 0 9 . 0 0 0

1,5 x 1 0 ' 2 3,5 1 . 400 4 . 9 0 0

Te s t  i g o 6 , 8 720 4 . 9 0 0

Hor a  de p r o c e s o :  60 h o r a s

M e d i o  de c u l t i v o  ú t i l  i za do,  en g / 1 :  l a c t o s a  20;  c a s e  f na 8;

Tween 80 5;  NaCl  1 , 5 ;  M g S O ^ H ^  0 , 1 5 ;  C a C l 2 . 2 H 2 0 0 , 0 6  ; K H ^ O ^  1 , 5 ;  

K 2HP0^ 1 , 5 ;  N a 2 S0^ 1 , 5 ;  M n C l 2 . ^ H 2 0 0 , 0 1 ;  EDTA v a r i a b l e  s e g ún  t a b l a .
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I N F L U E N C I A  DE LAS C OND I C I ONE S  DE OPERACI ON SOBRE LA PRODUCCI ON  

DE PROTEASAS  A L C A L I N A S .

Los e s t u d i o s  de me d i o  de c u l t i v o  donde se c o n s i d e r ó  e l  e f e c t o  

de l a  n a t u r a l e z a  y c o n c e n t r a c i ó n  de l a  f u e n t e  de n i t r ó g e n o ,  a d i ­

c i ó n  de te ns i o ac t i v os y c o n c e n t r a c i ó n  de E DT A y c a l c i o  s o b r e  l a  

p r o d u c c i ó n  de p r o t e a s a s  a l c a l i n a s  p e r m i t i e r o n  b a l a n c e a r  un me d i o  

de c u l t i v o  con e l  c u a l  se i n c r e m e n t ó  la p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  

en un 150% con r e s p e c t o  al  r e c o me nd a d o  p o r  la b i b l i o g r a f í a .  El  

c a l d o  de c u l t i v o  s e l e c c i o n a d o  c o n t e n í a  en g /1 : l a c t o s a  20;  c a s e í ­

na 8; C 1N a 1 , 5 ;  M g S 0 Í4. 7 H2 0 0,1 5 ; C a C l 2 . 2 H2 0 0 , 0 6 ;  M n C l ^ H  0 0 , 01  

Tween 80 5;  EDTA 0 , 0 5 6 ;  K H ^ O ^  1 , 5 ;  H^HPO^ 1 , 5 ;  Na2 S0^ 1 , 5 .

E mp l e a n d o  e s e  med i o  l í q u i d o  se p r o g r a m a r o n  una s e r i e  de e x p e ­

r i e n c i a s  donde se e s t u d i ó  e l  e f e c t o  de d i s t i n t a s  v a r i a b l e s  de 

o p e r a c i ó n  t a l e s  como: t e m p e r a t u r a ,  p r e p a r a c i ó n ,  c o n s e r v a c i ó n  y

vo l umen  de i n o c u l o ,  y v e l o c i d a d  de a b s o r c i ó n  de o x í g e n o  s o b r e  l a  

o b t e n c i ó n  y p r o d u c t i v i d a d  de p r o t e a s a  a l c a l i n a .  Los  e s t u d i o s  de 

i n f l u e n c i a  de t e m p e r a t u r a  e i n ó c u l o s  f u e r o n  l l e v a d o s  a c a b o  en 

e r l e n m e y e r s  en a g i t a d o r  r o t a t o r i o ,  m i e n t r a s  que l o s  e s t u d i o s  de 

l a  i n f l u e n c i a  de la v e l o c i d a d  de a b s o r c i ó n  de o x í g e n o  además  de 

l a e s c a l a  de e r l e n m e y e r s  f u e r o n  r e a l i z a d o s  en f e rme n t a do re s que  

o p e r a n  con y s i n  a g i t a c i ó n  m e c á n i c a  en e s c a l a  de l a b o r a t o r i o .
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EFE CTO DE LA TE MP E R A T UR A

Tomando como bas e  e l  t r a b a j o  r e a l i z a d o  por  o t r o s  a u t o r e s  ^  

donde se c o n s i d e r a  e l  e f e c t o  de la t e m p e r a t u r a  s o b r e  l a  p r o d u c c i ó n  

de e n z i ma s  se p r o g r a m a r o n  una s e r i e  de e x p e r i e n c i a s  a l a s  te m p e ­

r a t u r a s  de: 25,  27,  30,  33 y 37°C,  no f ue p o s i b l e  u t i l i z a r  t e m p e ­

r a t u r a s  más b a j a s  po r  no d i s p o n e r  de l a s  i n s t a l a c i o n e s  que nos  

a s e g u r e n  e s a  c o n d i c i ó n  de o p e r a c i ó n ,  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  s e  

o b s e r v a n  en l a f i g u r a  10 donde se ve que e x i s t e  una  l i n e a l  r e l a ­

c i ó n  i n v e r s a  e n t r e  la t e m p e r a t u r a  de o p e r a c i ó n  y la máx i ma  p r o d u c ­

c i ó n  e n z i m à t i c a ;  s i n  e mb a r g o  e s a  c o r r e s p o n d e n c i a  no se m a n t i e n e  

pa r a  e l  c r e c i m i e n t o ,  ya  que en t o d o s  l o s  c a s o s ,  e l  mi smo f u e  s i m i l a r  

y con un v a l o r  máx i mo  de A , 5 g / 1 - Es i m p o r t a n t e  d e s t a c a r  que a 

25°C se a l c a n z a  una  máxi ma p r o d u c c i ó n  e n z i m à t i c a  de 1 3 - 5 0 0  uAPAM/ ml  

l o  que r e p r e s e n t a  un i n c r e m e n t o  de l  10% con r e s p e c t o  a p r o c e s o s  

c o n d u c i d o s  a 30°C que h a b í a  s i d o  l a  t e m p e r a t u r a  e mp l e a d a  en t o d a s  

l a s  e x p e r i e n c i a s  a n t e r i o r e s  de s e l e c c i ó ’n de me d i o .
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F i g u r a  10
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I N F L U E N C I A  DE LA C A N T I D A D  DE I NOCULO

En r a z ón  de que l a  edad  y c a n t i d a d  de i n o c u l o  t i e n e  un e f e c t o

i m p o r t a n t e  s o b r e  la p r o d u c c i ó n  de d i v e r s o s  m e t a b o l i t o s  de o r i g e n
(21 2*0

m i c r o b i a n o  * se  r e a l i z a r o n  e x p e r i e n c i a s  en e r l e n m e y e r s  a g i ­

t a d o s  en l a s  c u a l e s  s e  e s t u d i ó  e l  e f e c t o  de d i f e r e n t e s  c a n t i d a d e s  

de i n ó c u l o s :  1, 5, 8, 10 y 15% del  v o l u me n  de o p e r a c i ó n .  Los

r e s u l t a d o s  de e s t a s  e x p e r i e n c i a s  se i n d i c a n  en la f i g u r a  11, donde  

se o b s e r v a  que s i  b i e n  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s  de p r o t e a s a  

f u e r o n  s i m i l a r e s ,  se t u v o  un e f e c t o  ma r c a d o  s o b r e  la p r o d u c t i v i d a d  

d e l  p r o c e s o ,  a s f  podemos o b s e r v a r  en l a  f i g u r a  12 que e mp l e a n d o  

i n ó c u l o s  d e l  5% se a l c a n z a  e l  v a l o r  más a l t o  de p r o d u c t i v i d a d  que  

es  d e l  o r d e n  de 205 u A P A M/ ml . h .

- A 2 -



F i g u r a  11
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I N F L U E N C I A  DE LA V E L O C I D A D  DE A B S O R C I O N  DE OX I GE NO

En v i r t u d  de que e l  o x í g e n o  puede t e n e r  un m a r c a d o  e f e c t o  s o b r e
(26)la o b t e n c i ó n  de d i s t i n t o s  p r o d u c t o s  b i o s i n t é t i c o s '  , i n c l u y e n d o  

l a s  e n z i m a s ,  es que se  p r o g r a m a r o n  una s e r i e  de e x p e r i e n c i a s  p r e ­

l i m i n a r e s  que f u e r o n  r e a l i z a d a s  en e r l e n m e y e r s  a g i t a d o s  y que p o s ­

t e r i o r m e n t e  f u e r o n  c o mp l e me n t a d a s  en f e r m e n t a d o r e s  de l a b o r a t o r i o .  

Se e m p l e a r o n  d i f e r e n t e s  r e l a c i o n e s  de v o l g me n  de me d i o  a v o l umen  

de f r a s c o :  0 , A ;  0 , 2 ;  0, 1  y 0 , 0 5 ,  l os  r e s u l t a d o s  de e s t a s  e x p e r i e n ­

c i a s  se i n d i c a n  en l a  f i g u r a  13 y en la t a b l a  V i l .  Se o b s e r v a  que  

se p r o d u c e  un i n c r e m e n t o  de la a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  a me d i d a  que 

aum enta  l a v e l o c i d a d  de a b s o r c i ó n  de o x í g e n o  h a s t a  a l c a n z a r  un 

máxi mo de 13*760 u AP AM / m 1 a 715 mi O ^ / l . h ,  ma y o r e s  v a l o r e s  de l a  

v e l o c i d a d  de a b s o r c i ó n  de o x í g e n o  no s o n  a c o n s e j a b l e s  ya  que se 

p r o d u c e  una d i s m i n u c i ó n  ein la p r o d u c c i ó n  de p r o  te a s a s  a l c a l i n a s .
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T A B L A  V I I

FL UENC I A  DE LA V E L OC I D A D  DE ABS ORC I ON DE OXI GENO SOBRE LA PRODUCCI ON DE

PROTEASAS  ALCAL I NAS

VA 0

1 0 2 / l . h  )
Volumen med i 0 Peso seco  

( g / 1)
Prod .E sp .

x  1 o " 3

Valores máximos 
A ct i v . P r o t e o l . 

(uAPAM/ml)

Tiempo de 
Proceso 

(h)
Volumen f ras co

173 0 , 4 *+,5 1 . 9 2 5 8 . 6 6 3 75

317 0 , 2 4 , 5 2 . 7 3 3 1 2 . 3 0 0 69

715 0,1 M 2 . 8 6 6 1 3 . 7 6 0 65

i . 138 0 , 0 5 2 . 7 9 ^ 1 3  . ' • i ' i 65

Medio de c u l t i v o  empleado, en g / 1: lactosa 20; casefna 8; CINa 1 ,5; 

MgS0Í4.7H20 0, 15; CaCl2 .2H20 0,06; M n C ^ . ^ O  0,01; Tween 80 5; EDTA 0,056; 

KH2P04 1,5; Na2S0A 1,5.

Temperatura: 25°C 

Inoculo: 5%
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F i g u r a  13
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E S T U D I O S  CON I NOCULOS  CONGELADOS

Sí  b i e n  e l  d e s a r r o l l o  de l o s  p r o c e s o s  en e s t u d i o  no p r e s e n t a ­

ron i n c o n v e n i e n t e s  en c u a n t o  al  c o m p o r t a m i e n t o  f i s i o l ó g i c o  de l a  

c e p a ,  es  d e c i r  que el  s i s t e m a  de m a n t e n i m i e n t o  po r  l i o f i l i z a c i ó n  

y b a j o  c a pa  de v a s e l i n a  f u e r o n  e f i c i e n t e s ,  p e n s a n d o  en l a  a p l i c a ­

c i ó n  i n d u s t r i a l  de l  p r o c e s o  es  que se p r o g r a m a r o n  una s e r i e  de 

e n s a y o s  donde se e s t u d i ó  e l  ma n t e n i m i e n t o ,  del  m i c r o o r g a n i s m o  en 

e s t a d o  c o n g e l a d o  a l a  t e m p e r a t u r a  de - 1 6 ° C .  En l a  t a b l a  V I I I  s e  

i n d i c a n  l os  v a l o r e s  de p e s o  s e c o  de m i c r o o r g a n i s m o ,  a c t i v i d a d  p r o -  

t e o l í t i c a  v o l u m é t r i c a  y p r o d u c c i ó n  e s p e c í f i c a  de p r o c e s o s  r e a l i ­

z a d o s  en e r l e n m e y e r s  en a g i t a d o r  r o t a t o r i o .  Los  e n s a y o s  f u e r o n  

r e a l i z a d o s  h a s t a  l a s  8 s ema na s  p r o c e s a n d o  una m u e s t r a  c o n g e l a d a  

p o r  s e ma n a .  Los  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  m u e s t r a n  que e l  mét odo  de 

m a n t e n i m i e n t o  d u r a n t e  e s e  l a p s o  es  muy bueno ya que t a n t o  en e l  

p e s o  s e c o  como en la a c t i v i d a d  p r o t e o l f t i c a  se o b t i e n e n  v a l o r e s  

que no v a r í a n  en e s t e  p e r í o d o  de t i e mp o  ( p e s o  s e c o  , 9 g / 1 ;

a c t i v i d a d  p r o t e o l f t i c a  13*800 u A P A M / m l ) .
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TABLA V i l i

E X P E R I E N C I A S  RE A L I Z A D A S  CON INOCULOS CONGELADOS

-49-

M e d i o  de c u l t i v o  e m p l e a d o ,  en  g / 1  - l a c t o s a  20;  c a s e i n a  8;  N a C I 1 ,5 ; 

M g S 0 1(. 7 H 2 0 0 , 1 5 ;  C a C l 2 . 2 H 2 0 0 , 0 6 ;  KH2P 0 1( 1 , 5 ;  I ^ H P O ^  1 , 5 ;  N a ^ O j ,  1 , 5 ;  

MnC 1 2 . AH2 0 0 , 01  ; Tween 80 5-

T e m p e r a t u r a :  2 5 ° C  

I n ó c u  1o: 5 %

VA 0: 715 m 10 2 /  1 .h



G R A F I C A  DE UN PROCESO T I P I C O

En l a  f i g u r a  1 se m u e s t r a  l a  g r a f i c a  c o r r e s p o n d i e n t e  a un 

p r o c e s o  t í p i c o  con e l  me d i o  de c u l t i v o  y c o n d i c i o n e s  o p e r a c  i o n a -  

l e s  r e s u l t a n t e  de l o s  e n s a y o s  e f e c t u a d o s  en e s c a l a  de f r a s c o s  

a g i t a d o s .

En la mi sma se pueden o b s e r v a r  la e v o l u c i ó n  d e l  consum o de 

l a c t o s a ,  c r e c i m i e n t o  y p r o d u c c i ó n  e n z i m a t i c a ;  cabe d e s t a c a r  e l  

d e s f a s a j e  t e mp o r a l  e x i s t e n t e  e n t r e  la máxi ma c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  

y l a  máxi ma c a n t i d a d  de e n z i m a ,  l o  que i n d i c a  que l a  p r o d u c c i ó n  

e n z i m a t i c a  e s t á  d i r e c t a m e n t e  a s o c i a d a  al  d e s a r r o l l o  c e l u l a r  y se  

a c e n t ú a  h a c i a  l o s  e s t a d i o s  f i n a l e s  de d e s a r r o l l o  o s e a  en la 

i d i o f a s e .  O t r o  hecho  i m p o r t a n t e  es  que l a  c o n c e n t r a c i ó n  r e s i d u a l  

de l a f u e n t e  de c a r b o n o  en l o s  c a l d o s  f e r m e n t a d o s  es  m í n i m a ,  l o  

que i n d i c a  un ó p t i m o  a p r o v e c h a m i e n t o  de la mi s ma .
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F i g u r a  14
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E S TUD I OS  R E AL I Z ADOS  EN TERMENTADORES CON AG I T A C I ON  ME CA N I C A

En l a s  f i g u r a s  15,  16,  17 y 18 se p r e s e n t a n  l o s  r e s u l t a d o s  >

o b t e n i d o s  en una s e r i e  de e x p e r i e n c i a s  r e a l i z a d a s  en f e r me n t a  d o ­

r e s  de t i p o  c o n v e n c i o n a l  con a g i t a c i ó n  me c á n i c a  donde  se e s t u d i ó  

l a p r o d u c c i ó n  de p r o t e a s a  a l c a l i n a  para  d i f e r e n t e s  c o n d i c i o n e s  de 

a e r a c i ó n  l a s  c u a l e s  f u e r o n  p r e v i a m e n t e  e s t a b l e c i d a s  en f u n c i ó n  de 

la v e l o c i d a d  de a b s o r c i ó n  de o x í g e n o .

O b s e r v a n d o  l a s  f i g u r a s  a l a s  que se ha hecho r e f e r e n c i a  se  ve 

que a me d i d a  que se i n c r e m e n t a  l a  v e l o c i d a d  de a g i t a c i ó n  pa r a  un 

mi smo c a u d a l  de a i r e  aumenta  la p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  h a s t a  a l c a n ­

z a r  un v a l o r  de 1 . 8 2 3 - 5 2 9  u APAM/ g  pa r a  una v e l o c i d a d  de a b s o r ­

c i ó n  de o x í g e n o  de 1 - 375  mi  O ^ / l - h  t r a b a j a n d o  a 500 rpm c a u d a l  

de a i r e  1 1 / 1 . mi n .  a 25°C de t e m p e r a t u r a ;  ma y o r e s  v a l o r e s  de

a g i t a c i ó n  p r o d u c e n  un e f e c t o  d e s f a v o r a b l e  en c u a n t o  a l a  p r o d u c c i ó n  

de la e n z i m a ,  c o n  r e s p e c t o  a l  p e s o  s e c o  se a d v i e r t e  que no e x i s t e n  

d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  p a r a  t o d o s  l os  p r o c e s o s  o b t e n i é n d o s e  

v a l o r e s  c o m p r e n d i d o s  e n t r e  6 , 3  y 6 , 8  g / 1 .  Por  o t r a  p a r t e  se d e s t a ­

ca  que la l a c t o s a  s e  consum e en menor  t i e mp o  p a r a  e l  p r o c e s o  c o n ­

d u c i d o  a l  más a l t o  v a l o r  de a e r a c i ó n  emp l ea do  que c o r r e s p o n d e  a 

una a g i t a c i ó n  de 600 rpm y una v e l o c i d a d  de a b s o r c i ó n  de o x í g e n o  

de 2. 22 6 m l / l . h  p a r a  un c a u d a l  de ai  re de 1 1 / 1 . m i n . .
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Influencia de la velocidad de absorción de oxígeno sobre el 
crecimiento celular en un termentador con agitación 
mecánica.

F i g u r a  15
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Influencia de la velocidad de absorción de oxigeno sobre^ la 
producción enzimática en un fermentador con agitación 
mecánica.

F i g u r a  16



F i g u r a  17
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F i g u r a  18
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Influencia de la velocidad de absorción de oxigeno sobre el, 
consumo de lactosa en un termentador con agitación meca'nica.



ES TUD I OS  DE OBTENCI ON DE PROTEASAS  ALCAL I NAS  EN UN FERMENTADOR  

CON C I R C U L A C I O N  DE L I Q U I D O  POR I NYE CC I ON  DE A I R E .

En l a  t a b l a  I X y en l a s  f i g u r a s  19,  20, 21  y 22 se i n d i c a n  

l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  en e s t e  s i m p l e  r e a c t o r ,  de l a s  c o n d i c i o n e s  

e n s a y a d a s :  4,  5 y 6 l i t r o s  de a i r e  por  m i n u t o  e l  máx i mo v a l o r  de

p r o d u c c i ó n  e s p e c í f i c a  de p r o t e a s a  a l c a l i n a  de 1 . 1 0 0 . 0 0 0  uAP AM/ g 

se o b t i e n e  cuando  se e mp l ea  un c a u d a l  de a i r e  de 5 1 / mi n .  que  

c o r r e s p o n d e  a una v e l o c i d a d  de a b s o r c i ó n  de o x í g e n o  de 162 mi  0^/

l . h  d e t e r m i n a d a s  p r e v i a m e n t e ;  a un c a u d a l  mayor  de a i r e ,  6 1 / m i n . ,  

no se o b s e r v a  un aumento en l a  p r o d u c c i ó n  de l a  e n z i ma .  Es  i m p o r ­

t a n t e  d e s t a c a r  que  en l o s  p r o c e s o s  d e s a r r o l l a d o s  en e s t e  r e a c t o r  

se p r o d u c e n  i m p o r t a n t e s  c a n t i d a d e s  de e s pu ma ,  l o  que nos  o b l i g ó  

a a g r ega r !  an t í es  puman te en a b u n d a n c i a .  La f o r m a c i ó n  de es puma  

d i f i c u l t ó  mucha s  v e c e s  l a med i da  de p e s o  s e c o ,  ya  que e s t o  t e n d í a  

a d e p o s i t a r  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  en l a s  p a r e d e s  ded f e r m e n t a d o r ,  

no o b s t a n t e  l o s  v a l o r e s  o b s e r v a d o s  en l a  t a b l a  no d i f i e r e n  mucho  

con  l o s  o b t e n i d o s  en e l  f e r m e n t a d o r  t i p o  c o n v e n c i o n a l .
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TABLA IX

I N F L U E N C I A  DE LA AERACI ON SOBRE LA PRODUCCI ON DE PROTEASA A L C A L I NA  

EN FERMENTADORES  S I N  AG I T A C I ON  ME CAN I CA
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F i g u r a  19

Influencia de la velocidad de absorción de oxígeno sobre el 
crecimiento celular en termentadores con agitación por 
circulación de líquido.
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Inf luencia de la velocidad de absorción de ox ígeno# sobre la p ro d u c ­
ción e n z im à t ic a  en un fe rm e n ta d o r  con a g i ta c ió n  por c irculación  
de I iquido.

g u r a  20
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inriuencia ae ia veiociaaa ae aosorcion ae oxigeno soore ia proauccion 
enzima'tica específica en un fermentador con agitación por circulación
de líquido.

F i g u r a  21
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F i g u r a  22
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CURVAS DE EVOLUC I ON DE LOS PARAMETROS DE FERMENTACI ON DE PROCESOS  

T I P I C O S  EN REACTORES  EN ES CALA DE LABORATORI O

En l a s  f i g u r a s  23 y 2 k  se m u e s t r a  l a e v o l u c i ó n  de l o s  p a r á m e ­

t r o s :  c on s umo  de l a c t o s a ,  p r o d u c c i ó n  de p r o t e a s a ,  pH y c r e c i m i e n ­

t o  c d l u l a r ,  p a r a  p r o c e s o s  t í p i c o s  que f u e r o n  r e a l i z a d o s  en fe r-  

me n t a d o r e s  con y s i n  a g i t a c i ó n  m e c á n i c a .  Las  c u r v a s  c o r r e s p o n d e n  

a p r o c e s o s  en l o s  c u a l e s  se o b t u v i e r o n  pa r a  cada  c a s o  l o s  más  i 

a l t o s  r e n d i m i e n t o s  de e n z i m a s ,  de l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  como  

o b s e r v a c i ó n  g e n e r a l  s u r g e  que s i  b i e n  l a e v o l u c i ó n  de l o s  p a r á ­

me t r o s  p r e s e n t a  un c o m p o r t a m i e n t o  s i m i l a r ,  en v a l o r e s  a b s o l u t o s  

l o s  n i v e l e s  de p r o t e a s a  a l c a l i n a  son s u p e r i o r e s  en el  c a s o  de l a s  

f e r m e n t a c i o n e s  r e a l i z a d a s  en e l  r e a c t o r  a g i t a d o  me c á n i c a m e n t e .
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Curvas típicas en un fermentador con agitación mecánica 
Volumen de operación 3 l i tros. Velocidad de agitación 500 r.p.m. 
Caudal de aire 3 l/minutos.  Temperatura 25°C .

F i g u r a  23
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F i g u r a  2k
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D I S C U S I O N

De l os  e s t u d i o s  e f e c t u a d o s  s o b r e  l a i n f l u e n c i a  de d i f e r e n t e s  

f u e n t e s  de n i t r ó g e n o ,  t a l e s  como p e p t o n a  D i f e o ,  h i d r o l i z a d o  p a n ­

c r e á t i c o  de c a s e í n a ,  h i d r o l i z a d o  p a n c r e á t i c o  de h í g a d o ,  d i g e r i d o  

t r í p t i c o  de c a s e í n a ,  c a s e í n a  y mezc l a s  de é s t a s ,  e t c . ,  l a  ma y o r  

c o n c e n t r a c i ó n  de e n z i m a s  f ue  o b t e n i d a  cuando se e mp l e ó  c a s e í n a ;  

e s t e  e f e c t o  puede s er  a t r i b u i d o  a que l a  u t i l i z a c i ó n  de l a s  o t r a s  

f u e n t e s  n i t r o g e n a d a s  s u m i n i s t r a n  al  m e d i a  de c u l t i v o  una a l t a

c o n c e n t r a c i ó n  de a m i n o á c i d o s  y p o l i p é p t i d o s  de b a j o  p e s o  m o l e c u -
(28

l a r  l i b r e s  que a c t u a r í a n  r e p r i m i e n d o  la p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a '  * 
3 , 2 0 , 2 9 , 3 8 ) ^

En l o  que se r e f i e r e  a l  e s t u d i o  de la i n f l u e n c i a  de t e n s i o a c -  

t i v o s ,  e l  a g r e g a d o  de a l g u n o s  de é s t o s  al  me d i o  de c u l t i v o  p r o d u c e  

una a c c i ó n  f a v o r a b l e  s o b r e  l a  p r o d u c c i ó n  de e n z i m a s ,  ya que l os  

r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  d e m o s t r a r o n  que e l  a g r e g a d o  de Tween 80 en 

c o n c e n t r a c i ó n  de 0 , 5 % i n c r e me n t a  la c a n t i d a d  de enz i ma  en un 1 3 0 %  

con r e s p e c t o  al  t e s t i g o .  Es i m p o r t a n t e  d e s t a c a r  que e s t e  e f e c t o  

p o d r í a  e s t a r  r e l a c i o  na do,  por  una p a r t e ,  a l a e s t á b i l  i z a c i ó n  de

la e s t r u c t u r a  e n z i m á t i c a  en e l  med i o  de f e r m e n t a c i ó n ( 3 7 )
y por

o t r o  a una a l t e r a c i ó n  de l a membrana c e l u l a r  m o d i f i c a n d o  su pe r -  
( 33 )m e a b i l i d a d  , l o que f a c i l i t a r í a  l a  s e c r e c i ó n  de la en z i ma  a l

m e d i o ,  y como la c a n t i d a d  de e n z i ma  a n i v e l  de membrana t i e n d e  a 

m a n t e n e r s e  c o n s t a n t e  ( c o n t r o l  de r et r oa 1 i me n t a c i ó n ) a u m e n t a r í a  su 

p r o d u c c i ó n ^ ^ .  La d i s m i n u c i ó n  del  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  o b s e r v a d a  

a l  i n c r e m e n t a r  la c o n c e n t r a c i ó n  de Tween 80 h a s t a  e l  0 , 5 % ,  p o d r í a  

a t r i b u i r s e  a que l a  mayor  p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  c o n d u c i r í a  a una 

menor  d i s p o n i b i l i d a d  de i n t e r m e d i a r i o s  p a r a  l a f o r m a c i ó n  de b i o -  

ma s a .  A ma y o r e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de Tween 80 (1%) t a m b i é n  di  s mi nuy e

l a  p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  d e b i d o  a a l t e r a c i o n e s  más  p r o f u n d a s  que 

pu e d e n  l l e g a r  i n c l u s o  a la l i s i s  c e l u l a r

En c u a n t o  a l a  i n f l u e n c i a  de l a c o n c e n t r a c i ó n  d e l  i ó n  c a l c i o  

y EDTA,  de l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se d e s p r e n d e  que una c o n c e n -  

t r a c i ó n  de i on  c a l c i o  de  ̂ x 10 M, nos  a s e g u r a  a l t o s  r e n d i m i e n ­

t o s  de p r o t e a  sa a l c a l i n a ,  e s t o  se debe a que e l  i ón  c a l c i o  a c t ú a  

como e s t a b i l i z a n t e  de la p r o t ea  sa a l c a l i n a  y e l  EDTA a c t u a r í a

- 6 6 -



c o m p l e j a n d o  i o n e s  m e t á l i c o s  pe s ados  , t a l e s  como Cu ^+ y Zn^ +

que pueden  h a l l a r s e  como i mp u r e z a s  de l a s  d r o g a s  c o n s t i t u y e n t e s

de l  med i o  de c u l t i v o ,  que son i n h i b i d o r e s  t a n t o  de l a  p r o d u c c i ó n
( 2 7  )

e n z i m a t i c a  como de l a en z i ma  debí  do a que pueden  u n i r s e  a

l o s  g r u p o s  s u l f h i d r i l o  de l  s i t i o  a c t i v o  de la e n z i ma ,  m od i f  i c a n ­

do su a c t i v i d a d  en forma i r r e v e r s i b l e ^ ^ .  P o r  o t r a  p a r t e ,  la 

d i s m i n u c i ó n  o b s e r v a d a  po r  aument o  de la c o n c e n t r a c i ó n  de EDTA,  

p o r  v a l o r e s  s u p e r i o r e s  a l  i n d i c a d o ,  t a n t o  en l a  p r o d u c c i ó n  e n z i ­

m a t i c a  como en e l  c r e c i m i e n t o ,  p od r f a  s e r  e x p l i c a d a  por  una a c c i ó n  

s e c u e s t r a n t e  s o b r e  e l  i ó n  c a l c i o  y s obr e  e l e m e n t o s  menor es ,  que  

son n e c e s a r i o s  p a r a  e l  normal  m e t a b o l i s m o  ce lu la r .

La ma r c a d a  i n f l u e n c i a  de la t e m p e r a t u r a  s o b r e  la p r o d u c c i ó n  

de p ro tea sa a l c a l i n a ,  puede e x p l i c a r s e  a c e p t a n d o  la f o r m a c i ó n  de 

un r e p r e s o r  e n d ó g e n o .  Al  d i s m i n u i r  l a v e l o c i d a d  de c r e c i m i e n t o  

de l  m i c r o o r g a n i s m o ,  p o r  d i s m i n u c i ó n  de la t e m p e r a t u r a ,  e l  n i v e l  

de r e p r e s o r  e s t a r í a  p o r  d e b a j o  de un v a l o r  c r í t i c o ,  lo c u a l  p r o ­

d u c i r í a  una der rep re si  ón de l a s í n t e s i s  e n z i m a t i c a .  Po r  o t r a  p a r t e ,

e s t o  c o n t r i b u i r í a  a un menor  consumo de i n d u c t o r e s  de l a p r o d u c - -
. ( 7 , 20 )c i o n  e nz 1 ma 1 1 ca

C o n s i d e r a n d o  l a s  e x p e r i e n c i a s  en f r a s c o s  a g i t a d o s  e mp l e a n d o  

d i s t i n t a s  r e l a c i o n e s  v o l u m é t r i c a s ,  se m u e s t r a  q u e ,  pa r a  la r e l a ­

c i ó n  0 , 1  se o b t i e n e n  l o s  ma y o r e s  r e n d i m i e n t o s  e n z i má t  i e o s  y que  

me no r e s  r e l a c i o n e s  no f a v o r e  ce n la p r o d u c c i ó n  de la e n z i ma .  E s t e  

e f e c t o  puede  s e r  a t r i b u i d o  a que,  p a r a  e s t a s  co n d i c i o n e s ,  se s a ­

t i s f a  ce n l o s  r e q u e r i m i e n t o s  de a e r a c i ó n  y n u t r i c i o  na l es  de l  m i c r o ­

o r g a n i s m o  p a r a  la mi s ma  p r o d u c c i ó n  enz imá t i c a .

Con r e s p e c t o  a l o s  e n s a y o s  e f e c t u a d o s  en f e r me n t a do r e s en 

e s c a l a  de banco ,  e s  i n t e r e s a n t e  d e s t a c a r  e l  b r u s c o  d e s c e n s o  que  

o c u r r e  en l a  p r o d u c c i ó n  e s p e c í f i c a  d e s d e  1.8 23- 5  29 uAPAM/ g  con  

una a g i t a c i ó n  de 500 rpm h a s t a  78 4.61 5 uAPAM/ g  a 600 rpm; e s t e  

6 f 6 c to puede  s e r  a t r i b u i d o  a una m o d i f i c a c i ó n  de la f o r ma  de 

c r e c i m i e n t o  de l  m i c r o o r g a n i s m o .  Pa r a  c o n d i c i o n e s  de máxi ma p r o d u c ­

c i ó n ,  e l  m i c r o o r g a n i s m o  se p r e s e n t a  en a g r e g a d o s  c e l u l a r e s  de 

f orma v a r i a b l e ,  l a  cua l  no se c o n s e r v a  a v a l o r e s  de a g i t a c i ó n  

más  a l t o s  de 5 00 rpm.  Es p r o b a b l e  que s e a  la a g i t a c i ó n  la r e s p o n ­

s a b l e  de e s t a  m o d i f i c a c i ó n ,  d i s m i n u y e n d o  s e n s i b l e m e n t e  la
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p r o d u c c i ó n  enz i ma  t i c a .

En c u a n t o  a l a  e f i c i e n c i a  de l a  c o l u mn a ,  t enemos  que  c o n s i ­

d e r a r  que a a l t o s  c a u d a l e s  de a i r e  se i n c r e me n t a  l a f o r m a c i ó n  de 

e s p u ma ,  l o que o b l i g a  a a g r e g a r  i m p o r t a n t e s  c a n t i d a d e s  de a n t i ­

e s p u ma n t e ;  e s t a  p o d r í a  s e r  una de l a s  c a u s a s  de l a  di s m i n u c i ó n  

de l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a ; p u e s t o  que e s t a  s u s t a n c i a  m o d i f i c a  

l a  t e n s i ó n  í n t e r  f a c i a l  en e l  med i o  de c u l t i v o ,  l o  que d i f i c u l t a ­

r í a  l o s  f enómenos  de t r a n s p o r t e .  P o r  o t r a  p a r t e  l o s  b a j o s  v a l o r e s  

de a c t i v i d a d  c o mp a r a d o s  con e l  f e r m e n t a d o r  a g i t a d o ,  p o d r í a n  s e r  

e x p l i c a d o s  por  una  menor  v e l o c i d a d  de s u m i n i s t r o  de o x í g e n o ,  

como a s í  t a mb i é n  por  l o s  t i e m p o s  de m e z c l a d o s  que son s e n s i b l e ­

mente ma y o r e s  que en e l  e q u i p o  c o n v e n c i o n a l .
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CONCLUS I ONES

De l os  e s t u d i o s  re a l  i zad o s  s u r g e n  l a s  s i g u i e n t e s  conc 1us i o -  

nes :  1) En lo que se r e f i e r e  a l  b a l a n c e  de m e d i o s  de c u l t i v o  se

ha d e m o s t r a d o  que la c a s e í n a  r e s u l t ó  s e r  l a f u e n t e  de n i t r ó g e n o  

de e l e c c i ó n ,  ya que además  de s er  e c o n ó mi c a  con r e s p e c t o  a l a s  

e n s a y a d a s  su i n c o r p o r a c i ó n  a l o s  me d i o s  de f e r m e n t a c i ó n  i n c r e ­

menta l a p r o d u c c i ó n  e n z i m á t i c a  en un 3 0 % con  r e s p e c t o  a l  med i o  

o r i g i n a l .  Po r  o t r a  p a r t e ,  e s  de d e s t a c a r  que la m o d i f i c a c i ó n  

i n t r o d u c i d a  en l o que se r e f i e r e  a l  a g r e g a d o  de t e n s i  o a c t  i vos  

p r o d u c e  un n o t a b l e  e f e c t o  s o b r e  l o s  r e n d i m i e n t o s  de p r o t e a s a  

a l c a l i n a . ,  a l c a n z á n d o s e  v a l o r e s  d e l  o r den  de 1 . 9 0 0 . 0 0 0  uAP AM/ g .

2) En l o  que se r e f i e r e  a t e m p e r a t u r a  se c o n c l u y e  que en e l  

r a ngo  de t e m p e r a t u r a s  c o n s i d e r a d o  l a  más  a p r o p i a d a  f ue  de 25°C.

3) En c u a n t o  a l a s  e x p e r i e n c i a s  en f e r me n t a do re s , es  de d e s ­

t a c a r  que se ha o p t i m i z a d o  l a s  c o n d i c i o n e s  de o p e r a c i ó n  d e m o s t r á n  

d o s e  que con un me d i o  b a l a n c e a d o  y una v e l o c i d a d  de a b s o r c i ó n

de o x f g e n o  de 1 . 3 7 5  mi 0 ^ / 1  - h en 8 0  h o r a s  de p r o c e s o  se o b t i e n e  

en f e rme n t a dore  s c o n v e n c i o n a l e s  con a g i t a c i ó n  m e c á n i c a  una c o n ­

c e n t r a c i ó n  de enz i ma  d e l  o r den  de 12. 400 uAPAM/ ml .

En e s t e  t r a b a j o  se e s t a b l e c e n  l a s  s i g u i e n t e s  c o n d i c i o n e s  

t e c n o l ó g i c a s  p a r a  la o b t e n c i ó n  de p r o t e a s a s  a l c a l i n a s :

M e d i o  de c u l t i v o  (g / 1 ) : L a c t o s a  20; C a s e í n a  8 ; CI Na 1 , 5 ;  MgSO^.

7H 20 0, 15; C a C l 2 . 2 H2 0 0 , 0  6 ; M n C ^ . ^ O  0 , 0 1 ;  Tween 80 5;

EDTA 0 , 0 5 6 ;  KH £ P 0  ̂ 1 , 5 ;  I ^HPO^ 1,5;  N a ^ O ^  1 , 5 .

T e m p e r a t u r a :  25°C.

V e l o c i d a d  de a b s o r c i ó n  de o x í g e n o :  1 . 375  mi 0 2 /1 . h .

V o l u me n  de i n o c u l o :  5 %.

E s t a s  c o n d i c i o n e s  o p e r a t i v a s  o f r e c e n  l a  p o s i b i l i d a d  de a l c a n ­

z a r  a l t o s  r e n d i m i e n t o s  en p r o t e a s a  al  ca 1 i na , en f e r m e n t a d o r e s  en 

e s c a l a  de l a b o r a t o r i o ,  o b t e n i é n d o s e  a s í  l o s  s i g u i e n t e s  v a l o r e s  

de p r o d u c c i ó n :
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P r o t e a s a  a l c a l i n a  
uAPAM/ml 12.400

P r o d u c c i ó n  e s p e c í f i c a  
uAPAM/ g

P r o d u c t i v i d a d
u APAM/ m1 . h

P r o d u c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  
u A P A M / g . h

1 . 823•529

1 55

2 2 . 7 4 4
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FE DE ERI'ATAS

Pag. donde dice debe decir

9 Eight Edition (196*4) Eight E d i tion (197*4)

Familia: Bacillaceae Clase: E s c h i z o m y c e t e s
Orden: E u bacteriae Orden: E u b a c t e r i a l e s
Clase: E s q u i s o m i c e t e s  Familia: Bac i l l a c e a e
Especie: Bacillus subtilis Género: Bacillus
Cepa: NRRL 3411 Especie: subtilis

Cepa: NRR L  3411

color unif o r m e  t i nción u n i f o r m e

13 (Fig. 2) (Fig. 1 y 2)

17 MC 2 Inorp MC 2
MC 3 Inorp MC 3
MC 4 Inorp MC 4
MC 7 Inorp MC 7
MC 8 Inorp MC 8

19 se suspende sobre 5 mi se s uspende en 5 mi


